
第3章 可動性遺伝因子としてのpCAR1の 機能解析

3-1緒 言

pCARl上 から,接 合伝達 に関与すると推定されるtra/trh遺 伝 子群 が見出され,さ らにcar

遺伝子群を有 する72.8-kbの クラスII型 トランスポゾンTn4676の 存在 が明らか になった.こ のこ

とは,car遺 伝 子 群 がpCAR1とTn4676と い う2つ の機構 によって水 平伝 播 し得 ることを示 唆 す る.

一 方
,様 々 なCAR分 解 菌 よりCA10株 のcar遺 伝 子 群 ホモログが 見 出され た(Inoue et al.,2004,

2005).こ のように相 同性の高い遺伝 子群が異なる細菌から見出される場合,水 平伝播 によって

獲得する場合が多いと考えられる.本 章では各菌株 がpCAR1やTn4676の 水平伝播 によって

car遺 伝 子群を獲得 したのではないかという仮説に基 づき,各 菌株のcar遺 伝子 群の周辺領域

をpCAR1の 遺伝 子構造と比較した.ま たTn4676の 転移能とpCARlの 接合伝達能 について実

験 的に検証 した.
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3-2結 果

3-2-1pCAR1上 より見出された可 動性遺伝 因子に関与する遺伝子

pCAR1上 からは,pWWO上 のクラスIIト ランスポゾンTn4651の 転移 に必要な遺伝 子群 が見出

され,そ の構 造も類似 していた(図3-1).ま た,pCARl上 にはTn4651の 転移酵素TnpAが 認識す

る逆 向き繰 り返し配列(inverted repeat, IR)と 類似の配列 が複数見 出され,IR-a～IR-fと 命名した

(図3-1).そ こで暫 定的に最も広いDNA領 域(IR-aか らIR-fを 両端 とする領域)をTn4676と 命名

した.Tn4676は その構造の類似性,構 成する酵素の相同性 からTn3フ ァミリー,Tn4652サ ブファミ

リー(Grindely,2002)に 属するクラスIIト ランスポゾンとして機能することが推定された.さ らに,い

ずれも転移 能 は失 われていると予想されたが,pWWO上 のトランスポゾンTn4653の 転移 酵素

TnpAと 解 離酵素TnpRを コードする遺伝子がTn4676付 近より見出された(図3-1A).

また,接 合伝 達に関与すると推 定される遺伝 子群(tra/trh遺 伝子群)が 見出された(図3-1B).

これらの遺伝子 産物 は,接 合伝達性のゲノミックアイランドSXT上 のtra遺 伝子産物(Beaber et a1.,

2002,2004)と アミノ酸レベルで30-50%の 相同性 を示 した.ま たtra/trh遺 伝子群 には,SXTに お

いて接合伝達 に必要なことが実験 的に示された一連の遺伝 子が揃っていた(図3-1),こ のことは,

pCARlが 接合伝 達性 のプラスミドであることを示唆する.

3-2-2 car遺 伝子群ホモログを有するCAR分 解菌の解析

本 研 究 ではCA10株 のcar遺 伝 子 群 ホモ ログを有 す るNovosphingobium属 細 菌J30株,

Pseudomonas属 細 菌K15,K22お よびK23株 と,P. resinovorans CA06株 お よびP. stutzeri OM1

株 を対 象 として遺伝 子 解 析 を行 った(図3-2A).ま た,K23株 とP. putida DS1株 の 接 合 によって得

られ たP. putida HS01株(詳 細にっいてはShintani et al.,2005b参 照)に つい ても解 析 を行 った.ま ず,各

CAR分 解 菌 をKa and Tiedje (1994)の 方 法 を用 いて 溶 解 させ,電 気 泳 動 に供 した.そ の 後

carAaAaBbBcCAcA4遺 伝 子 より作製 したプ ローブ(以 下carプ ローブ,carAaは 重 複 して いる)を 用

い てサザ ン解 析 を行 った.そ の結 果,K15,K22とK23株 お よびOM1株 は 染 色体 上 に,J30株,

CA06株 お よびHS01株 は プ ラスミド上 にcar遺 伝 子 群 を有 す ることが判 明 した(図3-2B).

プラスミドを有する3株 からプラスミドの抽 出を行い,パ ルスフィールドゲル電気泳動 後,pCAR1

全体より作製 したプローブを用いてサザン解析 を行った.そ の結果,各 プラスミドともpCAR1と 良く

似た制 限断片のパターンを示 し,各 プラスミドが互いに酷似 した遺伝 子構造を有することが判 明し

た(図3-2C)-特 にHSO1株 の有するプラスミドをpCAR2と 命名して,詳 細 に制限断片パターンを

比較したところ,極 めてよく似ていた(図3-2D).
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さらにrepA, oriVの 周辺領 域をクローニングし,そ の2,276bpの 塩基配 列 を解読 したところ,

pCAR1の 対応する領域 と完 全に一致 した(結 果は示 さない).従 って少なくとも複製領域 に関して

はpCAR1とpCAR2は 完 全に同一のプラスミドであることが示 された.

また残りの4株 よりDNAを 抽 出し,EcoRI処 理後,図3-3Aに 示すpCAR1上 のDNA断 片から

作製 したプローブ(01～11)を 用いてサザン解析を行った.そ の結果,OM1株 はプローブ04～07に

ついてのみシグナルが見出され,Tn4676内 部の約55kbに わたるDNA領 域を保持 していた(図

3-3B,3-4).こ の両末端のDNA領 域 をクローニングし(pUOM1101～pUOM1202),そ のインサート

の塩 基配 列 を解 読したところ,pCAR1と 類 似 の遺 伝 子構 造を持 つ領 域 の両末端 に挿 入配 列

ISPst3が 見出された(図3-4,各ORFの 相 同性検 索の結果については付録1参 照).一 方K15,

K22お よびK23株 については,Tn4676上 のDNA断 片(02～08)を プローブとした際にのみシグ

ナルが見 出された(図3-3).さ らに,K22株 とK23株 からはプローブ02と プローブ08を 用いた際

にシグナ ルが2本 検 出され,Tn4676が2コ ピー 染色 体上 に存在 することが示 唆された(図3-3,

3-5B).実 際にK23株 におけるTn4676の 末端領域をクローニング(pUK23301～pUK23601,左 端

をL1,L2と し右端をR1,R2と した)し,そ のインサー トの塩 基配列を解読したところ,IR-aとIR-fを

境界 として,そ の内側 の配列 が完全 に一 致したの に対し,外 側 は全 く異なる塩基 配列だった(図

3-5C).一 般的にトランスポゾンの転移の際には標 的配列の重複が生じるが,IR-aとIR-fの 外側に,

L1とR1に ついては4bpの,L2とR2に ついては5bpの 重複 配列 が存在していた(図3-5C).以

上のことから,K23株 のTn4676が 染色体上の異なる位 置に転移していることが解った.

このように複 数のCAR分 解菌 よりpCAR1やTn4676と 極めて良く似 た遺伝因子が見出されたこ

とから,car遺 伝子群の水 平伝播 にpCAR1お よびTn4676が 寄与していることが示唆 された.

(な お 本 節 の 結 果 は,OM1株 に つ い て はShintani et al., 2003に,そ の 他 に つ い て はShintani et al., 2005bに 発 表 した.)

3-2-3 Tn4676の 転 移 能

上述したpCAR2を 有するHS01株 をLB培 地 とCAR培 地で継代培養したところ,偶 然にもプ

ラスミドと染色体の双方にcar遺 伝子群を有する菌株を取得した(図3-5).こ の菌株 をHS02株 とし

た.HS02株 について3-2-2と 同様 にサザン解析 を行ったところ,pCAR1と 全 く同じシグナル

(pCAR1とpCAR2が 同一の遺伝 子構造を持 つという上の結果を支持する)とは別 に,Tn4676の 末

端 に相 当するプローブ02と プローブ08を 用いた場合に,pCAR1由 来 のシグナル とは異なるサイ

ズにシグナルが認 められた(図3-2,3-5).さ らに,こ のシグナルに相 当するDNA断 片をクローニン

グし(pUHS02101,pUHS02201),塩 基配列を解読したところ,IR-aとIR-fを 境界として,そ の外側

はpCAR1と は全く異なる配列が見 出された.
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これは染 色体DNAに 由来す ると考えられるため,HS02株 内部でTn4676が 転移 したことが示唆さ

れた.ま たK23株 のTn4676の 末端 配列の結果 と併せ ると,転 移酵素TnpAcが 認識するIRが,

IR-aとIR-fで あることを示唆している(図3-5).次 にpCAR2上 のTn4676の 転移能を調 べるため,

転 移 に必 要な遺 伝 子領 域 をpCAR2よ りクロー ニングし,ミニトランスポゾンを含 むプラスミド

pBTN4676を 構築 した(図3-6).こ のpBTN4676を 保持する大腸 菌内に,接 合伝 達性 のプラスミド

R388お よびRP4を 挿入し,これらをターゲットプラスミドとしてmating out法 によりミニトランスポゾン

の転移 能を調 べた(図3-6).そ の結果,受 容菌HB101株 から,ターゲットプラスミドとミニトランスポ

ゾン双 方の抗 生物質マーカーに耐性 を示す形質転換株 が得られた(転 移頻度 は接合伝 達したプ

ラスミドあたり約10-6).こ の形質転換株 の全DNAに 対してTn4676のIR-a付 近のプローブを用い

てサザン解析 を行 ったところ,シ グナルが異なるサイズに見出され,ト ランスポゾンの転移が生じて

いることが認 められた(図3-6C).

3-2-4 pCAR1の 接 合伝達 能とpCAR2と の比較

pCAR1の 接合伝 達能を調べるためにCA10株 を供与菌,表3-1に 示す菌株 を受容菌として

フィル ター 上 で 接 合 実 験 を行 った.こ の 際,CA10株 か らpCAR1を 脱 落 させ た菌 株 , P.

resinovorans CA10dm4株 を材料と方法M-13に 示す方法で作製した.そ の結果,P. resinovorons

CA10dm4RG株,P. putida KT2440RG株 を受容 菌とした際に接 合形質転 換株 が得られた(表3-1:

供 与 菌 あた り10-1お よび10-3の 頻 度).次 に,得 られ た接 合 形 質 転 換 株 を供 与 菌 として

(CA10dm4D1株 およびKT2440D1株),各 受容菌と接合実験を行ったところ,CA10dm4RG株 と

KT2440RG株 に対してのみ供与菌あたり10-2～10-3の頻度で接合伝達が認 められた(表3-1).こ の

結 果は,pCAR1が 自己伝達性のプラスミドであることを示している.

一方
,pCAR2を 有するHS01株 についても同様 の実験を行ったところ,表3-1に 示 す全ての

Pseudomonas属 細 菌 に対 して接 合 伝 達 が認 められ た.ま たそ の頻 度 は,KT2440RG株 と

CA10dm4RG株,お よびDS1RG株(HS01株 からpCAR2が 脱落した菌株)に 対しては供与菌あた

り10-1～10-2と高く,他 の受容菌に対 しては10-5程 度であった(表3-1).

さらにpCAR2の 宿 主をKT2440株 あるいはCA10dm4株(KT2440D2株 およびCA10dm4D2

株)と した場合 についても,同 様の接 合実験を行った.そ の結果,pCAR2の 接合伝 達を検 出でき

た受容 菌はKT2440RG株 とCA10dm4RG株 のみであった.ま た,そ れぞれ に対する接合伝 達頻

度 はpCAR1を 有する供与菌(CA10dm4D1株 およびKT2440D1株)を 用いた場合 とほぼ同程度

(それぞれ10-3お よび10-1)で あった(表3-1).従 って,pCAR1とpCAR2の 宿主を同一にした場合,

接合伝 達を検 出できる受容菌の種類とその頻度 についてほぼ同じ傾 向を示 すことがわかった.
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図3-6.ミ ニTn4676の 構 築とその転移 能 の検 証.

(A)ミ ニTn4676の 模 式図 と転移 頻 度 の算 出法. pBluoScriptIISK(-)のlacプ ロ モ ー タ ー 下流 にtnpAcCを 連 結 し た.

IR-aとIR-fを 赤 色の 三角形 で示 した.

(B)Mating out法 の 概 略 図,供 与菌 内で標 的 プ ラ ス ミ ド(本 研 究 ではRP4ま た はR388)上 に トラン スポ ゾンが転 移

後,受 容 菌に プ ラ ス ミ ドが接合 伝 達 した場 合 に転移 を検 出 で きる .

(C)得 られ た接 合 形 質転換株(R388の 場 合 のみ 示 した)か ら全DNAを 抽 出後,EcoRI処 理 し,プ ローブ02で サ ザ
ン解 析 した結果.Pは プ ラス ミ ドを,1～6は ラ ン ダムに選ん だ接 合形 質転 換株 の 全DNAをEcoRI処 理 した サ ン

プル で あ る.Pは 約7kbの 位 置 に シ グナル が検 出 され る .(A)で 示 した よ うに,EcoRIサ イ トは ,ミ ニTn4676
の 内 部に は1つ のみ で あ るため ,R388上 に 転移 した場合,異 な るサ イ ズに シグナル が認 め られ る .
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3-2-5 pCAR1上 のtra/trh遺 伝 子 群 の 解 析

前節の結果,同 一の宿主からのpCAR1お よびpCAR2の 接合伝達性 には差が見 出せないにもかかわ

らず,HSO1株 からpCAR2が 接合伝達 可能な受容 菌の種類が多いように見える(表3-1) .この原 因として

宿主の違いに起 因す るtra/trh遺 伝子群の転 写量が異なることが挙げられる.そ こで,ま ず各供与菌内で

pCAR1上 のtra/trh遺 伝 子群が転写され ていることを確かめるため,CA10株 およびHSO1株 より全RNA

を抽出し,RT-PCR解 析を行った.RT-PCRに 用 いたプライマーセットと,増 幅断片の位 置とサイズについ

て図3-7Aに 示 した.そ の結 果,tra/trh遺 伝 子 群 は少 なくともtrhN, traI-traV, trhA-trhU,お よび

traF-trhGか らなる4つ の転写単位から構成されていることが示唆された(図3-7AB).ま た,KT2440D1と

KT2440D2に ついても同様 の結果が得られた(結 果 は示さない).

次 に,CA10株,HSO1株,KT2440D1株 お よびKT2440D2株 か ら抽 出 した 全RNAに 対 し,各 転 写 単

位 の うちtrhN, tral, trhAお よ びtraF内 部 の100bpを ター ゲ ットとした 定量 的RT-PCRを 行 った.各 供 与

菌 は,接 合 実 験 の際 と同様 の条 件 で培 養 後(い ず れ もLB培 地 で15hr培 養 した),全RNAを 抽 出 した.

そ の 結 果,得 られ た相 対RNA量 つ い て,CA10株 の 転 写 量を100と した際 の 他 の菌 株 にお けるRNA量

を算 出 して比較 した(図 3-8).そ の 結 果,HSO1株 に お けるtra1の 転 写 量 が他 の菌 株 のもの に比 べ てや や

低 かったが,他 の菌 株 間で は 大きな差 は見 られ なかった(図 3-8).な お3-2-4と3-2-5の 結果についてはShintani et

al., 2005aに まとめて発表した.
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3-3 考 察

本 章では,CA10株 のcar遺 伝子群ホモログを有する他 のCAR分 解 菌がpCAR1に 良く似たプラ

スミドやTn4676を 有することを示した.ま た,pCAR1の 接合伝 達能やTn4676の 転移能 を実験的 に証 明

した.従 ってcar遺 伝子群を環境 中で水平伝播させ る可動性 遺伝 因子 として機能 し得る2つ の機構(接 合

伝達性プラスミドおよびトランスポゾン)の 存在 について実験的に証明した.

トランスポゾンは同一細胞 内で遺伝 子の位 置を変化させ,DNAの 構造変化を引き起こす転移因子

である.トランスポゾンの大きな特徴は,転 移元と転移先 においてDNAの 相 同性を必要としない点であり.

その転 移の様式 に従って大きく2つ のクラスに分 けられる.クラスIに 属 するトランスポゾンは,い わゆる

"
cut and paste"に よって転移し,転 移 前後でそのコピー数が変化しない.こ れ に対してTn3フ ァミリー に属

するクラスIIタイプのトランスポゾンは複製的に転移 をする(Grindley, 2002).Tn4676は このトランスポゾン

に分類され,転 移前後でcar遺 伝子群のコピー数が増加するため,car遺 伝 子の水平伝播をより効 率よく

行う可能性 がある.特 に,本 研 究で用いたPseudomonas属 細菌K22株 とK23株 は,2つ のcar遺 伝子群

を,2つ のTn4676が 染色体上に転移した形で保有 する比較 的珍 しい菌株 である,本 論文では詳しくは述

べなかったが,か つてK23株 からプラスミドを持たないP. putida DS1株 にpCAR2が 接合伝達 したことか

ら,過 去にpCAR1様 のプラスミドを保 持した可能性 がある(Shintani et al., 2005b).一 方,Tn4676の 転移

酵素の認識 するIRの 候補 はpCAR1上 に6コ ピー(IR-a～IR-f)存 在した(図3-1)が,本 研 究の結果IR-a

とIR-fがTn4676の 末端のIRと して機 能することが示唆された.Tn4652サ ブファミリーのIRは40 bp以

上 と長いのが特徴 である(Glindely, 2002).pCAR1上 のIRの 候補 はそれ ぞれ類 似のトランスポゾン

Tn4651のIRと 高い相 同性を示したが,IR-aとIR-fは その中で最も相 同性の低 い配列であった(67%の

相 同性).こ れは,Tn4651とTn4676の 転移酵素の認 識配列の違いを示すものであり,今後Tn4651の

TnpAとTn4676のTnpAcと,そ れぞれのIRと の互換性の有無 について酵 素学 的に確かめたり,また,

pCAR1上 の他のIRに ついてTn4651のTnpAが 認 識できるかどうかなどについて調べたりすることで,

Tn4652フ ァミリーの進 化について考察ができるかもしれない.一 方,Tn3フ ァミリーに属するトランスポゾン

は,転 移の際にそのターゲット配列 において5 bpの 重複 配列を生成することが知られているが(Grindley,

2002), Tn4652サ ブファミリー(Tn4651, Tn5041お よびTn4676)に おいては生成する重複配列が4～6 bp

とばらつきがあり(Tsuda et al., 1989, Kholodii et al., 1997)ト ランスポゾンの基礎的な性質上興味深 い.

P. stuzeri OM1株 からは染色体上に55-kbの 保 存領域 が見出され,そ の末端 には2コ ピーのISPst3

が存在 し(付録1),各 々のISPst3に おける塩 基配列は互いに98%以 上保存されていた.本ISに は,IS21

ファミリー に特徴的に見られるIstAタ ンパクおよびIstBタ ンパクと相 同性を示す(そ れぞれ48, 58%), 2

つのORFが 存在し(ORF2とORF3,お よびORF8とORF9),そ れぞれ の機能 において重要と考えられる
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motifも 保 存 され ていた(結 果 は示 さない,Berger and Haas, 2001).ま たIRの 末 端 の配 列 が5'-TG(5'

-CA)で あ ることもIS21フ ァミリー に特 徴 的で あった(Berger and Haas
, 2001),以 上 より,ISPst3は,そ の 転

移 能 につ いて は未 知 であるが,IS21フ ァミリー に属 す るISで あ る可 能 性 が示 唆 され た.

ISPst3の 挿入部位 にはDRが 認 めらなかったことから,OM1株 においても,K23株 やHS02株 同様,

染色体 にTn4676が 転移したが,そ の後ISPst3が 挿入 され,遺 伝子構造 が変化した可能性 がある.一 方,

2つ のISPst3に 挟まれた領域 が複合 トランスポゾンとして働いた可能性も考えられる.た だし,保 存領域の

外側 にDRは 存在しなかった点や,複 合トランスポゾンとして機 能するには55kbと 大きすぎる点を考慮す

ると,実 際に転移するのは難 しいかもしれない.

ところで,OM1株 の保 存領域 の右端側 と,対 応するpCAR1の 領 域との双方から,複 製的転移をす

るトルエン/キシレン分解 トランスポゾンTn4653に お ける転移酵 素(TnpA)と 高い相 同性 を示 す遺伝子

tnpAaが 見出された(図3-1A).双 方ともISの 挿入 によって,Tn4653上 のtnpAよ りも短い領域しか存在

せず,機 能を失っていると考えられる.しかし,(1)それぞれのtnpAaに 異なるISが 挿入 していること(OM1

株ではISPst1, pCAR1上 ではIS1162),(2)tnPAaに おけるISの 挿入箇所が異なること(OM1株 は,tnpAa

の開始コドン下流2635bpの 位置,pCAR1は 開始コドン1266bp下 流),の2点 から,か つてこの領域 に

完全長の遺伝 子tnpAaが 存在した可能性が考えらる.Tn4653はTn4676と は異なり,転 移酵素をコード

するtnpAと,解 離 酵素をコードするtnpRが 隣接 する特徴をもつ(Grindley,2002).pCAR1上 のtnpAa

の上流 には,tnpRaが 存在するが,こ の遺伝 子領域はOM1株 においても保存されている(図3-4B).さ ら

に,こ れ らの転移酵素の基質となるIRの 候 補となりうる配列 がpCAR1上 か4コ ピー見出されており(図

3-4A, Maeda et al., 2003), OM1株 上 にもいくつか存在 することが予想される.以 上の事実から,OM1株

の染色体 上に見 出されたcar遺 伝子を含 む保 存領 域が,か つてTn4653タ イプのトランスポゾンであった

可能性も考えられた.

塩 基 配 列 の解 析 か ら,tra/trh遺 伝 子 群 は,IncPに 属 す る他 のプ ラスミドよりも,腸 内細 菌 由来 の

IncHI群 プ ラスミドR27(Sherbume et al., 2000, Lawley et al. 2002, 2003),お よ びR478(Gilmour et al.

2004)や,腸 内 細 菌 群 由 来 のプラスミドRts1(Murata et al, 2002)や ゲ ノミックアイランドSXT(Beaber et

a1., 2002, 2004)お よびR391(Boltner et al., 2002)上 の 遺伝 子 と高い 相 同 性 を示 した(図3-9),こ れ らの

特 徴 として,水 環 境 中 にお い て高 い接 合 伝 達 頻 度 を示 す ことが挙 げ られ る(van Elsas et al., 2000).そ こ

で液 体 培 地 中 にお けるpCAR1の 接 合 実験 を試 み た.し かし,そ の頻 度 は固 体培 地 を用 い た場 合 に比 べ

大 きな変 化 は見 られ なか った(結 果 は示 さない).ま たIncHI群 プ ラスミドは低 い温 度 で接 合 伝 達 頻度 が

上 昇 し,逆 に高 い 温 度 では接 合 伝 達 しないことも知 られ てい る(Rodriguez-Lemoine et al. 1975).そ こで,

HSO1株 とIAM12022RG株 との接 合 を25℃,37℃,お よび42℃ で 行 い,そ の接 合伝 達頻 度 を調 べ たが,
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30℃ で行った場合と比べ大きな変化 は見られなかった(結 果は示 さない).さ らに,Fプ ラスミドでは,そ の

接 合伝 達頻度が生育依存 的に変動 し,早 期対数 増殖 期で最も高くなり(供与菌あたり10-1),定 常期 に入

ると検 出限界以下にまで低下する現象が知られている(Frost and Manchak, 1998).
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pCAR1に ついても,供 与菌 の培養 時間を変え,異 なる増殖期 における接合伝達頻度について測定 した

が,大 きな変動は見出せなかった(結 果 は示さない).以 上の事実 はpCAR1が 腸 内細菌 由来のプラスミド

に見られる接合伝達性とは異なる性質をもつことを示唆する.一 方,pCAR1上 のtrhN,traI,trhLお よび

trhAを 含むDNA断 片をプローブとしてIncP-7群 プラスミドRms148に 対しサザン解析を行 ったところ,

pCAR1と はサイズは異なるものの,シ グナル が検出できた(結 果 は示さない).こ れはRms148がpCAR1

と良く似たtrh/tra遺 伝子群 を有しており,IncP-7群 プラスミドの基本骨格にtra/trh遺 伝 子群が含まれる可

能性を示している.

本研 究の結 果に示したように,接 合伝達プラスミドの供 与菌を変 えた場合にその接 合伝達 頻度が

変動したという報 告例 は,IncP-1β プラスミドpB3に ついてのみで(Gelder et al., 2005)ほ とんど知られて

いない.プ ラスミドの接合 伝 達頻度 を変動 させ る大きな要 因としては以 下のような可能性 が挙げられる

(Thomas and Nielsen, 2005).

(1)表 面排 斥(surface exclusion)現 象 による接 合 伝 達 頻 度 の低 下

この現象 はFプ ラスミドの研 究によって明らかになった.受 容菌 内に良く似た接 合伝 達機 構をもつプ

ラスミドが存在し,そ れが作る膜 タンパク質(Fの 場合TraST)に よって生じる.TraTは 性繊 毛による供

与菌と受容菌の接触 を妨 げ,TraSはDNAの 受容 菌内への移入を妨 げる.

(2) 不和合性現象によりプラスミドが共存できないため

受容菌内に同じ不和合性群に属するプラスミドが存在する場合,どちらかのプラスミドが追い出され

るため,接 合伝達頻度が低くなる.

(3) 制 限 ・修 飾 系(Restriction and modification system)が 外 部DNAの 侵 入 を防ぐた め

細菌が外部からのDNAの 侵入を妨げるために有する機構で,宿 主内の制限酵素がDNAと 化学修

飾が異なる塩基配列を破壊する.制 限酵素の認識配列と化学修飾を受ける配列は,宿 主によって

違うため,供 与菌と受容菌の組み合わせによっては,プラスミドDNAが 受容菌内で破壊されてしま

う.

(4)接合伝達に寄与する遺伝子群の転写調節機構が宿主によって異なるため

接合伝達 に必要な一連 のタンパ ク質 をコー ドする遺伝子群 は数が多く,そ の転写制御機構 は非常

に複雑な場合 が多い(Zechner et al, 2000, Lawley et al., 2004).ま た,RK2の 場合,転 写制御因子

であるKorBの 研究 から,わ ずかな発現量 の違いが接 合伝達頻 度を変 化させると考えられている

(Bingle et al., 2003).

以上の4点 の可能性 について,pCAR1お よびpCAR2の 場合 についてそれぞれ確 かめた.(1)と(2)につ

いては,受 容菌として用いた菌株 内にpCAR1と 類似のプラスミドが存在していないことを,受 容 菌の全

DNAに 対するサザン解析によって確かめた(結 果は示 さない).
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一方
,(3)については,供 与菌と受容菌が同じ菌株 に由来する場合(例 えばKT2440D1株 とKT2440RG

株,ま たはHSO1株 とDS1株 など)に,そ うでない場合と比べて,接 合伝達頻度 が102～104倍 高いことか

ら,pCAR1お よびpCAR2の 接合伝 達においても影響することが考えられる.

(4)については本 章で行った定量的RT-PCRの 結果,HS01株 にお けるtra/trh遺 伝子群の転写量が他

の3株 と比べてやや低 い.し かし,この違いが接合伝 達頻度 に影響を及ぼすかどうか については現在

のところ不明 である.今 後,各 転写単位上 の遺伝子 の機能 について解 明す ると共に,プ ロモーター配

列の決定や,そ の転写調節機構 について明らかにする必要があるだろう.

pCAR1をDS1株 に挿入した菌株を作製 して,CA10株 とその接合伝 達 性について比較すれば,宿 主

を変 えた際におけるpCAR1の 接合伝達性についてより深く議論 ができるが,現 在までにそのような菌株

を取得できていない.本 研究ではpCARIの 接合伝 達を検 出する際,環 境中におけるcar遺 伝子群の水

平伝播現象を見据 えた実験として,CAR代 謝能をマーカーとした,し かし,プ ラスミド上 の遺伝子が他の

宿主 内で望ましい発現するかどうかは不明であり,接 合伝達 の生じる受容菌の種類 について正確 に議論

するのは難しい.従 って,様 々な宿主で発 現することが解 っている抗 生物 質耐性遺伝 子等をマーカー と

してプラスミド上に挿入 して,再 度接合実験を行う必要がある.
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第4章pCAR1の 安定な保持に寄与する遺伝子群の解析

4-1緒 言

pCAR1の ように比較的大きなサイズのプラスミドが安 定に保持されるためには,細 菌 が分裂する際

に正確に娘細胞に分配される必要がある.こうしたプラスミドが安定に保持されるための機構は,プラス

ミドごとに異なり,その基本 的性 質として重 要である.pCAR1の 塩基配列解 析の結果,分 配に関与する

と推定されたparWABC遺 伝 子群が見 出された.本 章ではこの遺伝子群の機能解析 を試み,pCAR1の

安定な保持機構を担うかどうかを確かめた.
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4-2結 果

4-2-1pCAR1上 より見 出された安定な保持能に関する遺伝子群

pCAR1の 分配 に関与すると推定されたORFは,repAの 上流に逆 向きに存在 していた(図4-1).こ れら

のORFはP.fluorescens L6.5株 由 来 のpL6 .5に お けるparWABC遺 伝 子 産 物 と,そ れ ぞれ アミノ酸 レベ

ルで89, 82, 72お よび94%と 高い相 同性を示した .しかし,pL6.5に ついては配列が登録されているのみ

(accession no.AJ250853)で,そ の 他 の情 報 は得 られ なかった.そ こで,pCAR1上 のORFも 暫 定 的 に

parWABCと 命名 し,そ の機 能について解析 することにした.一 般 にプラスミドにおける分配 は,ATPase

(ParA)とDNA結 合 タンパ ク質(ParB)の2つ のタンパ ク質 と,ParA上 流 またはparB下 流 に存 在 す る1

つの動原体様 のDNA配 列(porsと 呼ばれることが多い)が 必要である.しかし,pCAR1のPar遺 伝子群

には,ParAとParBの 他 に,ParWとporCと いう2つ の機能未知のORFが 同一の転写単位 を構成すると

推 定され,ま た既知のプラスミドに見られるようなPars配 列がparAB付 近に見出されなかった.以 上の事

実は,pCAR1の 分 配機 構が,既 知 のものと異なる可能性を示唆する.そ こでまず,プ ラスミドの安 定化 に

これらのpar遺 伝子群 が寄与するかどうか次節 で確かめた.

4-2-2 parWABC遺 伝子群のプラスミドの安定な保持能への寄与

2章 で 作 製 したrepA-Orivの み を含 む プラスミド(pCARori008)と,rePA-oriv-parWABCを 含 む プラ

スミド(pCARori004)の 安 定 性 につ いてP.putida DS1株 を 宿 主 とし,選 択 マー カー の 非 存在 下(LB培

地)お よそ20世 代 毎に継代培養を行って比較した.そ の結果,pCARori008が 急速 に脱 落したのに対 し,

pCARori004は5回 の継代培養を経ても安定に保持された(図4-1B).こ の結果はparWABC遺 伝子群

(産物)がpCAR1の 安 定な保持 に寄与することを示している.

次 にpar遺 伝 子 群 の うち,プ ラスミドの安 定化 に必 要な 遺伝 子 を明 らか にす るため に,ま ず

pCAR△parBC (repA-oriV-parWAを 含 む)お よびpCAR△parC (repA-Oriv-parWABを 含 む)を 構 築 した

(図4-1A).こ れ らのプ ラスミドを用 いて,4-2-2と 同 様 にしてそ の安 定性 を調 べ たところ,pCAR△parBCが

24時 間の培養(お よそ20世 代)で ほとんどが脱落 したのに対 し,pCAR△parCは5回 継代培養を経 てもほ

とんど脱落せず,安 定に保持 されていた(図4-1B,表4-1).こ の結果 はparCが プラスミドの安定な保持に

必要ないことを示している.

次 にpCAR△parCを もとにして,parWAB各 遺 伝 子 を破 壊 したpCAR△parW,pCAR△parAお よ び

pCAR△parBを 構築 し,同 様 に安定性を調 べた.そ の結果,い ずれのプラスミドについても24時 間の培養

でそのほとんどが脱落した(表4-1),
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表4-1. pCAR1のpar遺 伝 子 群を破壊 したプラスミドの安定性 と相補実 験 .

各プラスミドの安定性は,24ま たは120時 間(5回 継代培養)非 選択培地で培養後,非 選択培地に塗布 して,

現れたコロニーのうち,Km耐 性能を有する数の割合で表した.‘+'は 宿主内で変異プラスミドと相補用プラスミ

ドとを共存させた場合の結果を示す.い ずれの実験についても,少 なくとも3回 行った.
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さらに,各par遺 伝子の相 補用プラスミドpBBRparW, pBBRparA, pBBRparBお よびpBBRparWAB

を構築 し,相 補実験を行った.な お相補 実験 に先立って,相 補用プラスミドのみをDS1株 内に挿 入した後

RT-PCR解 析を行い,par遺 伝子が少なくとも転 写レベルで発現することを確かめた(結 果は示さない).

相補実験の結 果,pCAR△parWとpCAR△parAを もっそれぞれの宿主 内で,pBBRparWとpBBRparAを

それ ぞれ 共存させた場合,24時 間培養 後,い ずれの宿 主も約14%程 度 プラスミドを保持 していた(表

4-1).こ れ に対しpCAR△parBを 有する宿主内でpBBRparBを 共存させても,そ の安定性 は全く回復しな

かった(表4-1).な おpBBRparW, pBBRparAお よびpBBRparBが 各pCAR1ミ ニレプリコンを不安定化し

ないことは,相 補プラスミドをpCAR△parCと 共存させも安定性 が変化 しないことによって確認した(結 果は

示さない).

一方
,そ れぞれ の変異プラスミドとpBBRparWABを それぞれ宿主 内で共存させた場合,い ずれの変

異プラスミドにつ いても,そ の安定性 が回復した(24時 間培養後 におよそ68,62お よび60%の 宿主がプラ

スミドを保持 していた:表4-1).ま た興味深いことに,pBBRparWABと,pCARori008 (repA-oriVの み含 む)

を共存させ ても,そ の安定性が回復した(表4-1;約57%).

さらに一連のミニプラスミドを挿入 した宿主 内で,par遺 伝 子が転写されているかどうかRT-PCRを 用

いて調べた.そ の結果,pCAR△parC上 のparW, parAお よびparBのRT-PCR産 物 が得られたのに対 し,

pCAR△parW, pCAR△parAお よびpCAR△parBに お けるparWの 産物が得られなかった(図4-2C).こ の

結果 は,parW産 物がプラスミドの安定性 に寄与する可能性を示唆する.

以上の結果から,pCAR1の 安定性にはparWAB遺 伝 子産物が必要なことが示された.

4-2-3各par遺 伝 子群の転写解析

プラスミドの安定性 を維持するためにはpar遺 伝子の適切な発現 が重要であることが知られお り,その

転写は極 めて厳密 に制御される場合が多い(Gerdes et al., 2000, Funnell and Slavcev, 2004).そ こで

pCAR1に おけるpar遺 伝子群の転 写機構 について解析 を試みた.ま ずpar遺 伝子群の転写単位 を調べ

るためP.resinovorans CA10株 より全RNAを 抽出し,図4-2Aに 示すプライマーを用いてRT-PCR解 析を

行った.そ の結果,parWABは 少なくとも1つ の転写単位として転写されることが示された(図4-2B).次 に,

宿主の生育と,これらの遺伝子 の発現 との関係 を調べるため,par遺 伝子群の転写量を定量的RT-PCR

によって経時的 に定量した.parWABが 少 なくとも1つ の転写単位 であることを考慮して,parAを 標 的遺

伝子として行った.そ の結果,早 期対数増殖期から後期対数増殖期(培 養4～6時 間後)に かけてparAの

転写量が増大し,そ の後 定常期 に入ると減少した(図4-3).
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以上の結果 はP.putida KT2440株 を用いた際にも同様 の結果が得 られた(5章 で述べる)た め,以 降の解

析 はKT2440株 を宿主として行った.

次に,増 殖期 に依 存的な発現をするparWABの プロモーターの決定を試 みた.図4-4Aに 示すように,

parW,parAお よびparB開 始コドン上流のDNA断 片(parW1015,0riVparWお よびparB906)を ル シフェ

ラー ゼ遺伝 子上流 に連 結 したレポー タープラスミドを構 築して,プ ロモーター解析 を行った.そ の結果,

parA直 上流 に強 いプロモーターが,ParW上 流 に弱いプロモーター が存在 することが示唆された(図

4-4AB).さ らにparA上 流 について,PCRに より作製したDNA断 片(oriVparW, parAW508～parA10)詳

細 に同様の解析 を行った(図4-4C).そ の結果,parA98とparA88のDNA断 片を用 いた場合にルシフェ

ラーゼ活性 が大きく変化し,parA上 流98bpま での領域 にプロモーターが存在することが明らかになった

(図4-4C, 以 上の結果 はP.Putida DS1株 を宿 主とした場合 にも同様であった).

さらにparA上 流 の 転 写 開 始 点 を決 定す るため に図4-5Aに 示 す2種 類 のプライマー を用 いてプ ライマ

ー 伸 長 反 応 を行 った .そ の結 果,図4-5Bに 示 す ように,い ず れ のプライマー を用 いた 際 にもParAの 開 始

コドン上 流25bpの 位 置 に転 写 開 始 点 が 見 出 され た ,転 写 開 始 点周 辺 の塩 基 配 列 か ら,大 腸 菌 の σ70因

子 の認 識 配列 と高 い相 同性 を示 す-35,-10配 列(5'-TTGAAA-3'お よび5'-ATACTA-3')が 見 出 され た

ため,こ れ をParA上 流 の プロモ ーター とし,こ れ をPar4pと 命 名 した(図4-5A).(な お,4-2-1と4-2-2の 結果と,

4-2-3の結果の 一部は2章の結果とあわせてShintani et al.,in pressにまとめて発表した)
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図4-4.各par遺 伝 子上流 の レポー タージーンアッセイによるプロモー ター解 析.

(A)  各par遺 伝 子の開 始コドン上流のDNA断 片 をル シフェラー ゼ遺伝 子の 上流 に連 結 させ たレポー ター ブラスミド

による形質 転換株(P.putidaKT2440株)を 後 期対数 増 殖期 まで培 養 した際 のル シフェラーゼ(OD600 6程 度).

(B)  KT2440株 内 におけるparW上 流 配 列 のプ ロモー ター 解析(OD600 5.5程 度)

(C)  KT2440株 内 におけるparA上 流 配 列のより詳 細なプロモー ター 解析(OD600 5程 度).プ ラスミドのインサー ト,

parA10～parA123に お ける5'末 端 の位 置 は図4-5Aに 示 した,
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4-3 考 察

本 章ではParW, ParA,お よびParBに よってpCAR1が 宿主 内で安 定に保 持されることを示した.こ

の事 実 は,以 前 に 見 出され ていた,pCAR1を 栄 養 培 地 で22回 に わ たって継 代 培 養 をしても脱 落 しなか

った という現象 を裏 付 けるもので ある(Urata et al., 2004).ま た,par遺 伝 子 群 を含 む 約3.3-kbの 領 域 は,

他 のIncP-7群 プ ラスミド,す なわちpND6-1,pWW53,お よびpL6.5に お いても保 存 され ていた,従 って

本章の結果 は,IncP-7群 プラスミドに共通 した性 質を示すことが考えられる.

アミノ酸配列のアライメントの結果,pCAR1上 のParA, parB産 物 は,そ れぞれ既知のプラスミド上に

コー ドされ るWalkerタ イプ のATPase(ParA)とDNA結 合 タンパ ク質(ParB)に 保 存 され るドメインを有 す る

ことが解 った(結 果 は 示 さない).実 際,parA-お よびparB-の 遺 伝 子 型 をもつ ミニプ ラスミドはP.putida

DS1株 内で不安 定化 した(表4-1).こ のことは,pCAR1のParA,ParBが 推 定される機 能を有することを示

唆する.一 方,各 変異プラスミドにお ける、parWの 転写が見出されない理 由については不明である(図

4-2B)が,parW変 異プラスミドが脱落したことでparWの 転 写産物が検 出できない可能性もあるため,定

量 的RT-PCR等 によって定 量的な議論 を行う必要がある.本 章の実験結果から少なくともparW(ま たはそ

の産物)がpCAR1の 安定性 に関与することは明らかである(表4-1).parWが タンパク質として発現してい

るかどうか については調べる必要があるが,parWの 開始コドン10bp上 流を中心に,5'-GGAGGAA-3'と

いうShine-Dargano配 列と推定される塩 基配列が存在 しており,翻 訳される可能性 は高い.し かし,ParW

の機能 については未だ不明であり,相 同性検 索によってもParWは 機能の推定されたタンパク質と有意な

相同性 を示 さなかった。そこでタンパ ク質の疎水性 についての解析プログラムSOSUI

(http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp)  を用いたところ,ParWがN末 端 に膜 貫通領域 を有する膜タンパクで

あると推 定された(結 果 は示さない),こ の推定結果 は他の2つ のプログラム,TMPRED

(http://www.ch.embnet.org/wwwtmp/.TMPRED) や PSPORT(http://psport.ims.u-tokyo.ac.jp) を用いた

際 にも同様 に得られた(結 果 は示 さない).従 って,ParWの 機能はpCAR1の 分配の際に膜タンパクとし

て機能する可能性も考えられる.

parW,parAお よびparBに 変異を導入したプラスミドはいずれも不安 定であったが,pBBRparWAB

によって部 分的に相補された(表4-1).そ れ に比べて、parWとparAに 変異の入ったプラスミドの安定性 は

pBBRparWま た はpBBRparAに よってわず か に 回復 したの み(お よそ14%)で あ り,pBBRparBは.parB

変異プラスミドの安定性 を全く相補できなかった(表4-1).

似 たような現象がP1プ ラスミド(本来はP1フ ァージであるが,P1フ ァージは溶原化する際,宿 主 内

でプラスミドとして維持 されるため,本 論 文ではP1プ ラスミドと呼称する)の 分配機構 の研究 によって知ら

れ ている.P1プ ラスミドでは,ParAお よびParBタ ンパク質の発現 量が宿主内で適正 に保 たれないと,プ ラ
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ス ミドが 安 定 に 保 持 さ れ な くな る(Funnell, 1988, Funnell and Slavcev , 2004; Funnel, 2005).本 研 究 の 場

合,相 補 実 験 に用 いたプ ラスミドのうち,pBBRparW, pBBRparAお よびpBBRparBに つ い ては,各par

遺 伝 子 がPseudomonas属 細 菌 内 で構 成 的 に発 現 す るlacプ ロモ ーター(Rist and Kertestz, 1998)の 下

流 にあることを考えると,ParWABタ ンパク質それぞれの発現量 が,正 しい分配機構 が機能するために適

正でない可能性 がある.一 方,pBBRparWABは, lacプ ロモーター とは逆 向きにpar遺 伝子群が挿入さ

れているため,pCAR1上 のpar遺 伝 子群 のプロモーターを利用して発現していると考えられる.このため

に24時 間後 の安定性が回復したように見えるのかもしれない(表4-1).い ずれ にしても,この相補実験 に

ついては,parWAB遺 伝子をより低 コピーのプラスミド上から発現させ たり,染 色体DNAに 挿入して,プ ラ

スミドのコピー数を揃えたりするなど,さ らに実験が必要であろう.

一般に
DNA 結合タンパク質 (ParB) の結 合するParSサ イトがparA上 流またはparB下 流 に存在す る

が(Funnell and Slavcev,2004,Funnel;2005),pCAR1の 場 合,こ の領 域 の塩 基 配 列 か らは候 補 となりうる

配列が見出せ なかった.一 方,同 じparS配 列をもつプラスミドが共存する場合,不 和合 性が生じ,片 方の

プ ラスミドが 脱 落 す る現 象 が知 られ ている(Kwong et al.,2001),pBBRparWABを 用 いた相 補 実 験 にお

いて,5回 の継代培養を経た後 にミニプラスミドは脱落した事 実(表4-1)は,parWABのDNA断 片 内に

parsサ イ トが存 在 す ることを示 唆 す る.さ らに,pCARori008(repA-oriVの み 有 す る)の 安 定性 が

pBBRparWABの 共 存 によって回 復 したことは(表4-1),pCARIのParタ ン パ ク質 によって認 識 され る

DNA配 列が(pCARori008上 の)parW遺 伝子上流 に存在することを示唆する.現 在のところ,parSサ イト

はparW上 流 に存在 する可能性が高い.こ の範 囲は1kb未 満 であるため,ParS配 列 を決定するためには,

ParBの 発 現系を構築 し,精 製ParB等 を用いてin vitroでParBの 結合配列を探す実験が必要であろう.

一方
,parA開 始コドン上流25bpの 位置 に転写開始 点が見 出されたため,そ のプロモーター配列を-10

と-35付 近の位置 と推定 した(図4-5A).し かし,-35配 列 については,プ ロモーター解析の結果と完全 に

一致するわけではない .もし-35配 列がプロモーターとして機能するのであれ ば,レ ポーターアッセイに用

いたDNA断 片 のうちparA78やparA88を 含むプラスミドについても活 性が上昇するはずである(図4-4C)

これらの活性 が低かった原因は今 のところ不明であるが,parA98か らparA88の 間に重要な配列があるの

かもしれない.一 方,parA68を 用いたレポーターアッセイの結果,プ ロモーター活性がやや 上昇 している

(図4-4C).こ れ は,PCRで 増幅 したparA68断 片の5'末 端 に,人 為 的に付加した6bpのBaｍHIサ イト

(5'-GGATCC-3')と,pMEベ クターのマルチクローニングサイトの配列(SmaI,5'-CCCGGG-3')が,-35

配列 に相 当する位置 に存在するため,プ ロモーター活性 が上昇したのかもしれない.pMEGlucは,luc上

流 にマルチクローニングサイトが存在 し,さらにその直上流 に転写終結配列が複数存在している,このた

め に,parA58よ り小さな断片を有するプラスミドにおいては,プ ロモーター活性 が上昇しないのであろう,

parA上 流のプロモーター については,推 定された配列に人為 的に変異を導入 し,さらに詳細 にその活性
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を比較する必要 がある.

parW上 流の転写 開始 点については未だ同定されていないが,プ ロモーター解 析の結果,par遺 伝子

群の転 写単位 は2つ 以上存在 することが示 唆された.い くつかのプラスミドにおいて,ParAやParBが

DNA結 合能をもち,そ れ 自身par遺 伝子群 の転写制御を行うことが知られている(Gerdes et al., 2000,

Funnell and Slavcev, 2004).pCAR1に おいてもParAやParBがpar遺 伝子群 の転写制御を行う可能性

があり,parApがParAB存 在下にお いてその活性がどのように変化するかを確かめる必要があるだろう.
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