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第1 章 序論 

 プラスミドは様々な細菌間を接合伝達によって移動する可動性遺伝因子である．プラスミドは，薬

剤耐性能や病原性など種々な形質の原因遺伝子を伝播することで細菌の急速な進化・適応の原動力と

なるため，古くから研究がなされてきた．それによれば，プラスミドの接合伝達は，宿主の置かれた

環境の何らかの因子（温度・栄養条件など）に応答して開始されるとされている．プラスミドの接合

伝達頻度は，プラスミドの種類や，供与菌と受容菌の組合せ，接合時の環境条件などによって著しく

変化する．例えば、腸チフス原因菌であるSalmonella enterica serovar Typhi 由来の不和合性群（Inc）IncHI 

多剤耐性プラスミドでは，接合に必要な遺伝子の転写が低温下で誘導される接合伝達頻度が上昇する

事が知られている．一方，IncF プラスミドは長く柔らかい性繊毛を持ち液体中で接合しやすく，IncP 

プラスミドは短く硬い性繊毛を持ち固体表面上で接合しやすいといったことが明らかにされている．

しかし，環境条件により接合伝達頻度が変化する現象の大半で，その変化の理由は不明であり，接合

伝達の成否を決める環境因子とその作用機構について知見は不足していると言って良い． 

当研究室では，原油中の含窒素芳香族化合物カルバゾール(CAR) 分解菌 Pseudomonas resinovorans 

CA10 株が有するCAR 分解プラスミド pCAR1 の研究を行ってきた．これまでに，その全塩基配列

を決定するとともに，IncP-7 群に属すること，主に Pseudomonas 属細菌を宿主とする接合伝達性プ

ラスミドであることが示されてきた．また，モデル環境中での挙動解析の結果，接合伝達体の出現に

は Ca2+ と Mg2+ が必須なことが示された．同時に，供与菌・受容菌一種類ずつの接合実験と，複数

の細菌が混在する環境下での接合実験では，接合伝達頻度や，その成否（受容菌域）すら変化してし

まうことが明らかになった．以上の背景から，本研究では，プラスミドの接合伝達の成否を決める環



 

境因子とその作用機構を明らかにするために，pCAR1 の接合伝達に関与する新規因子の探索を試み

た． 

第2 章 pCAR1の実環境中における宿主域の解析 

これまでプラスミドの宿主域は，限定された種類の細菌を用いた試験管レベルでの解析を元に議論

されてきた．しかし，環境中には未培養・難培養の菌が大量に存在し，人為的な培地で培養できる細

菌は全体の 1%にも満たないことが知られている．すなわち，以前の宿主域についての情報が実環境

での振る舞いを十分反映しているとは考え難い．そこで本章では，従来の寒天培地を用いた接合伝達

体の検出方法の他に，培養を介さない接合伝達体の検出方法を導入し，IncP-7群プラスミドの実環境

中における“真の”宿主域の解析を試みた．pCAR1の接合伝達を検出するために，lac改変プロモー

ターの下流にレポーター遺伝子として赤色蛍光タンパク質（RFP）遺伝子，もしくは緑色蛍光タンパ

ク質（GFP）遺伝子を挿入した pCAR1::rfp，pCAR1::gfpを用いた．さらに，この pCAR1 派生物の供

与菌として，lacIqを染色体上に挿入した供与菌を用いた．蛍光タンパク質遺伝子は供与菌内では発現

せず菌体は蛍光を示さないが，pCAR1 を受け取った接合伝達体では lacIqの抑制が外れレポーター遺

伝子の発現が誘導されて菌体は蛍光を示す．この蛍光を検出することで，接合伝達体を検出した．ま

ず、湖沼水や土壌から細菌を回収し，環境細菌とモデル供与菌との液体接合を行った．接合実験サン

プルとしては，①環境［湖沼水（105～106 cells/ml），土壌（105～107 cells/ml）］，②供与菌［Pseudomonas 

putida SM1443(pCAR1::gfp) ， P. putida SM1443(pCAR1::rfp) ， Pseudomonas chlororaphis  

IAM1511L(pCAR1::rfp)，P. resinovorans CA10dm4L(pCAR1::rfp)，環境細菌の1/10量を接種］，③カルバ

ゾール添加（100 ppm）の有無，の3つの条件の全ての組み合わせを作製した．供与菌を接種後，経

時的に3種類の寒天培地に塗布した．蛍光を目視で観察することで接合伝達体候補株600株以上を検

出したが，遺伝子解析を行った60株のうち，供与菌が25株，供与菌でも接合伝達体でもないその他

の細菌が 35 株であり，上記方法は雑多な細菌が存在する環境サンプル中での接合伝達の解析には不

向きであると考えられた． 

そこで，fluorescence activated cell sorting（FACS）を用いた接合伝達体の検出・分取系の構築を行っ

た．密度勾配遠心により実環境サンプル中から細菌よりも密度の大きい鉱物等の粒子を除去し，細菌

画分とした．環境細菌と供与菌との液体接合実験後の細菌画分をFACSにて測定し，ゲート内に検出

された粒子を分取した．6回の試行により，湖沼水，土壌サンプルからそれぞれ合計で約103，約106 

個の蛍光を示す粒子を分取した．培養せずに1細胞を解析することは研究開始当初困難であったため，

蛍光を示す粒子をFACSで多数分取後，プレートに塗布し，生育した菌株の遺伝子解析を行った．そ

の結果，200 株以上の菌株が生育し，解析が終了した 25 株中，接合伝達体は 11 株であった．RFLP

解析から，Pseudomonas属細菌とは異なる属種の細菌が含まれることが示唆された．そこで16S rRNA 

の塩基配列を解読したところ，Bacteroidetes の Flectobacillus 属細菌，Flexibacter 属細菌，

α-Proteobacteria のBrevundimonas 属細菌，β-Proteobacteria のDelftia 属細菌，Cupriavidus 属細菌と高

い相同性を示した．IncP-7 群プラスミドは主に γ-Proteobacteria のPseudomonas 属細菌を宿主とする

と考えられてきたが，本研究により γ-Proteobacteria 以外にも接合伝達する可能性が示唆された． 

第3 章 Ca2+ とMg2+ がpCAR1 の接合伝達に及ぼす影響の評価 

 過去に行われたpCAR1 のモデル環境中での挙動解析の結果，pCAR1 の接合伝達には環境中にCa2+ 

もしくはMg2+ が存在する必要性があることが示された．そこで，環境中のCa2+ とMg2+ の有無が他

のプラスミドの接合伝達にも影響を与えるか調べた．pCAR1 (IncP-7, MOBH11, MPFF) の他に，対照と

してpB10 (IncP-1β, MOBP11, MPFT) ，R388 (IncW, MOBF11, MPFT)を用いて接合実験を行った．その結

果，pCAR1はCa2+ と Mg2+ を各400 M ずつ添加した培地と比較して，無添加培地中では接合伝達



 

頻度（接合伝達体のCFU／供与菌のCFU）が1.2×10-4 から検出限界以下（3.5×10-7）へと顕著に減

少したのに対し，pB10，R388 では，接合伝達頻度への顕著な影響は見られなかった．このことから，

pCAR1 は環境中のCa2+ とMg2+ の有無によって接合伝達頻度に影響を受けやすいプラスミドである

ことが明らかになった． 

 次に，Ca2+ とMg2+ の濃度がpCAR1 の接合伝達頻度に与える影響を定量的に評価した．4 種類の

ゲノム既知の供与菌（P. putida SM1443 株，P. resinovorans CA10dm4L 株，P. fluorecsens Pf0-1L 株，P. 

chlororaphis IAM1511L 株）と5 種類のゲノム既知の受容菌（P. putida KT2440RG 株，P. resinovorans 

CA10dm4RG 株，P. fluorecsens Pf0-1RG 株，P. chlororaphis IAM1511RG 株，P. putida IAM1236RG 株）

を用い，Ca2+ とMg2+ の濃度をそれぞれ0, 0.4, 4, 40, 400 M と変化させ，各濃度における接合伝達頻

度を測定した．その結果，多くで Ca2+ と Mg2+ の濃度依存的な接合伝達頻度の上昇が観察された一

方で、P. chlororaphis を供与菌と受容菌のいずれかとして用いた場合，P. putida IAM1236RG 株を受容

菌として用いた場合に，いずれも接合伝達頻度が低く，Ca2+ とMg2+ の影響が見られないことが明ら

かになった．このことから，同一のプラスミドであっても，供与菌や受容菌によって，Ca2+ とMg2+ の

影響に違いがあることが示された． 

第4 章 Ca2+ ，Mg2+ の有無により転写変動する遺伝子の探索 

 環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無が pCAR1 の接合伝達に与える影響を網羅的に解析する為に，

Pf0-1L(pCAR1::rfp) 株を供与菌，KT2440 株を受容菌として接合実験を行い，Ca2+ 及びMg2+ 添加・

非添加，供与菌及び受容菌単独・混合時における染色体とプラスミドのトランスクリプトームデータ

を取得した． 

①pCAR1 上の遺伝子の転写変動 

供与菌単独では，Ca2+ とMg2+ の有無によって転写変動したpCAR1 上の遺伝子（fold change ≧ 2）

は選抜されなかったが，受容菌と混合した際には，Ca2+ ，Mg2+ 添加によりORF145a とORF145 の

2 個の遺伝子が3 倍以上転写誘導された．これらの遺伝子の機能は明らかになっていないが，ORF145 

はpCAR1 の接合伝達に必須ではないものの，破壊することで接合伝達頻度が減少することが明らか

になっている．また，受容菌と混合することで，Ca2+ ，Mg2+ 添加時には24 個，非添加時には17 個

のpCAR1 上の遺伝子が転写変動しており，このうち13 個の遺伝子が共通していた． 

②供与菌染色体上の遺伝子の転写変動 

受容菌混合時において，供与菌染色体上の遺伝子はCa2+ ，Mg2+ 添加により25 個の遺伝子が転写

誘導され，36 個の遺伝子が転写抑制された．この中には脂質輸送・代謝関連遺伝子が10 個と多く含

まれていた． 

③受容菌染色体上の遺伝子の転写変動 

受容菌単独ではCa2+ とMg2+ の有無によって転写変動した受容菌染色体上の遺伝子は 530 個，供

与菌混合時には122 個であり，このうち共通して31 個が転写誘導され，3 個が転写抑制されていた．

共通して転写誘導された遺伝子のうち，無機イオンの輸送に関わる遺伝子が6 個含まれていた． 

第5 章 NAPs 破壊がpCAR1 の接合伝達に及ぼす影響の評価 

pCAR1 上には3 種類の核様体タンパク質 (NAPs, nucleoid-associated proteins) がコードされている．

他のプラスミドで、プラスミド上にコードされるNAPs が接合伝達の制御に関わることが知られてお

り，pCAR1もこれら3種類のNAPs が接合伝達に関わる可能性が考えられる．そこで本章では，phu, 

pmr, pnd を単独，あるいは複数破壊した際の接合伝達頻度や接合関連遺伝子の転写変動を調べた． 

コントロールとして用いたNAPs を破壊していないpCAR1pmrHis （9.1×10-4 ～1.1×10-3）と比較

して，pCAR1Δphu （2.0×10-5）において接合伝達頻度が1/10 程に低下したものの，他の単独破壊株



 

では大きな変化は見られなかった．これに対し，NAPs を二重破壊した pCAR1ΔphuΔpmr，及び

pCAR1ΔpmrΔpnd の接合伝達頻度は検出限界以下（それぞれ<4.0×10-7, <4.1×10-7）と大きく減少した．

また，この接合伝達頻度の減少は，pCAR1 上にpmr を相補しても回復しなかった（それぞれ<6.7×

10-7, <2.2×10-6）．コハク酸培養時のNAPs遺伝子単独破壊株、二重破壊株のトランスクリプトーム解

析では，pCAR1 上の多くの接合関連遺伝子の転写量が pCAR1Δpmr，pCAR1ΔphuΔpmr，

pCAR1ΔpmrΔpndのいずれの場合においても増加しており，各破壊株における接合伝達頻度の評価と

は合致しないものであった．今後は，相補した pmr の転写量の確認を行うとともに，接合条件下で

のトランスクリプトーム解析を行う必要があると考えられる． 

第6 章 総括と展望 

本研究では，環境因子や遺伝因子がプラスミドの接合伝達にどのような影響を与えるかを定量的に

解析した．pCAR1 の接合伝達関連遺伝子の発現制御機構は全く解明されていないが，本研究で得ら

れたトランスクリプトームを詳細に解析することで，発現制御機構の解明への糸口が得られると考え

られる．今後，本研究と同様に，様々なプラスミドや宿主を用いて環境変化によって接合伝達頻度が

どのように変わっていくかを調べ，その原因をトランスクリプトームレベルで解析することで，環境

中でのプラスミドの挙動をより理解できると期待される． 
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第 1 章 序論 

 

1. はじめに 

微生物，特に細菌細胞において遺伝子の伝搬が生じることは古くから知られているが，

最近，110 種の細菌のゲノムデータベースから，細菌が有する新しい遺伝子の 88.98%は水

平伝搬によって獲得されており，細菌間の遺伝子の水平伝搬は従来考えられているよりも

頻繁に生じているという報告がなされた(1)．微生物における遺伝子の伝搬は可動性遺伝因

子（mobile genetic elements; MGEs）とよばれる遺伝因子によって担われる．MGE は，プラ

スミド，バクテリオファージ，integrative conjugative elements (ICEs)，ゲノミックアイランド，

トランスポゾン，インテグロンの 6 種類が知られている（Table 1-1）． 

 

Table 1-1. 可動性遺伝因子 

名称 特徴 

プラスミド 
環状，または線状の宿主染色体とは異なる複製単位であり，接合伝達

という機構によって細菌間を移動可能な遺伝因子． 

バクテリオファージ 
原核細胞に感染するウィルス．感染時に自身の遺伝情報を宿主の染

色体内に組み込むため，それに伴って遺伝子の伝搬が生じる． 

Integrative and 

conjugative 

element (ICE)  

通常細菌細胞内の染色体内に存在するが，染色体から切り出されて

環状化し，プラスミドのように細菌間を移動可能な遺伝因子． 

ゲノミックアイランド 

宿主の染色体上に存在する DNA 領域で，その末端を繰り返し配列に

挟まれており，染色体内に挿入されたり，切り出されたりすることが可能

で，宿主がその進化の過程で獲得した外来の遺伝子領域． 

トランスポゾン 
細菌細胞内 DNA の異なる位置に移動（転移）可能な遺伝因子で，他

の MGE 上に転移することで，トランスポゾン内の遺伝子が伝搬される． 

インテグロン 

インテグラーゼという部位特異的な組換え酵素をコードし，その標的と

なる特定の配列と，プロモーター配列を周囲にもつ．他の遺伝子領域

に存在する遺伝子カセットを切り出し，標的配列に挿入することで，新

たな遺伝子を獲得する．インテグロンがさらに他のMGEに付随すること

で遺伝子の伝搬が生じる． 

 

MGE による細菌間における遺伝子の伝搬機構としては，微生物自体が DNA そのものを

細胞内に取り込むことで伝搬される形質転換，バクテリオファージによる形質導入，プラ
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スミド・ICE による接合伝達の 3 つに分けられる．接合伝達は，染色体とは独立したレプ

リコンが必要であるという点で，他の MGEs とは異なる（Fig. 1-1）（2）． 

 天然由来のプラスミドは，10 kb 未満の小型のものから 1 Mb に及ぶ巨大なものまで様々

であり，プラスミドを接合伝達によって獲得することは，宿主が新しい遺伝情報を一度に

大量に得ることになり，宿主本来の遺伝子に変異を蓄積するよりも速く，宿主の表現型を

著しく変化させる．従って，微生物の特徴の一つである，急速な進化・適応能力を促す原

動力と考えられている．このことから，プラスミドは MGEs の中でも最も重要な遺伝因子

であると言われている． 
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Fig. 1-1. 可動性遺伝因子による遺伝子の水平伝播（Frost et al., 2005, Fig. 1 より引用） 

Transduction (1). The DNA genome (yellow) of a temperate phage inserts into the chromosome 

(dark blue) as a prophage; it later replicates, occasionally packaging host DNA alone (generalized 

transduction) or with its own DNA (specialized transduction), lyses the cell, and infects a naive 

recipient cell in which the novel DNA recombines into the recipient host cell chromosome (red). 

Conjugation (2). Large, low copy number conjugative plasmids (orange) and integrated conjugative 

elements (ICEs; not shown) use a protein structure (known as a pilus) to establish a connection with 

the recipient cell and to transfer themselves to the recipient cell. Alternatively, a copy of a small, 

multicopy plasmid or defective genomic island or a copy of the entire bacterial chromosome can be 

transferred to a naive cell, in which these genetic elements either insert into the chromosome or 

replicate independently if compatible with the resident plasmids (light green). Conjugative 

transposons and plasmids of Gram-positive bacteria (not shown) do not use pili. Transposition (3). 

Transposons (pink) integrate into new sites on the chromosome or plasmids by non-homologous 

recombination. Integrons (dark green) use similar mechanisms to exchange single gene cassettes 

(brown). 
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2. プラスミドの接合伝達機構 

自己伝達性プラスミドは oriT （origin of transfer），relaxase ，type IV coupling protein （T4CP）

からなる遺伝子領域で構成される MOB （Mobility）もしくは Dtr （DNA transfer and 

replication）と，タンパク質分泌機構である type IV secretion system （T4SS）を構成する MPF 

（mating pair formation）を持ち，MOB がプラスミド DNA の切断や複製を行い，MPF が供

与菌と受容菌の菌体間を接着し，双方をつなぐ管状の接合橋を形成する．可動性プラスミ

ドは MPF を持たず，なかには T4CP も持たないものもあり，細胞内の他の因子が持つ MPF 

を利用して接合伝達される（Fig. 1-2A）（3）．なお，データベースに登録されているプラス

ミドのサイズは二極化しており，約 20 kb で極小値となる（Fig. 1-3）（4）．可動性プラスミ

ドのサイズの中央値は 35 kb であり，自己伝達性プラスミドは 181 kb である．また，自己

伝達性プラスミドは平均 100 kb の正規分布を示すのに対し，可動性プラスミドは 5 kb で

極大となり，広く平らな分布が見られ，150 kb で第二のピークが現れる（Fig. 1-3）（4）． 

プラスミドの接合伝達では，まず，relaxase がプラスミド DNA の oriT 領域に結合し，

二本鎖 DNA に nic（切れ目）を入れ，二本鎖を開裂する．この relaxase‐輸送 DNA 複合体

は T4CP によって T4SS に連結され，T4CP が ATP を消費してタンパク質‐DNA 複合体を

T4SS を通して受容菌に輸送する．受容菌内では，relaxase が供与菌から輸送される一本鎖

DNA のもう一方の末端を認識し，再環化する．プラスミドは受容菌内に侵入した後，受容

菌からの制限・修飾系を回避しながら複製されることで初めて接合伝達が成立し，さらに

安定に分配されることで，プラスミドを獲得した接合伝達体コロニーが得られる（Fig. 1-2B，

1-4）（3, 5）． 

 T4SS は二重膜の内外にわたって構成される巨大なナノマシーンである．T4SS の構成は

大きく分けて，伝達の駆動力を供給する細胞質内の ATPase，輸送チャネルコンポーネント，

繊毛タンパク質，その他に分類される（6）． 

 Agrobacterium tumefaciens のT4SS は virB1 – virB11 とvirD4 の直線状に配置された12 個

の遺伝子からなる．virD4 はカップリングタンパク質であり，relaxosome と 11 の virB タ

ンパク質によって構成される分泌チャネルを結び付ける．また，VirB4 と VirB11 の 2 つの

ATPase とともに，分泌機構において重要な働きをする．輸送チャネルは，膜内在性タンパ

ク質の VirB3，VirB6，VirB8，VirB10 と，外膜関連タンパク質の VirB7，VirB9，VirB10 に

よって二重膜を貫通して存在する．VirB10 は二重膜間にまたがって内膜と外膜に挿入され

ている独特なタンパク質である．繊毛を構成する主要なタンパク質は多量体化した VirB2 

であり，微量の繊毛タンパク質である VirB5 は繊毛の先端に位置するアドヘシン（レクチ

ン様糖鎖認識タンパク質）であると考えられている．VirB1 は溶菌性の transglycosylase で

あり，T4SS の巨大な構造がペプチドグリカン層を貫通するための補助を行っている（Fig. 

1-5）（6）． 

 1980 年，David Bradley によってプラスミドの不和合性群ごとに接合繊毛の形態学的な分

類が行われた（7）．それによれば，①薄く柔軟な繊毛（IncI complex， IncB， -K），②厚く
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柔軟な繊毛（IncF complex, IncH1，-H2，-J，-T，-V，-X， etc.），③固い繊毛（IncM，-N、

-P，-W， etc.）の 3 グループに分けられる．この分類は配列比較からも立証されており，

それによると薄く柔軟な繊毛は確かにmating pair stabilization （Mps）に寄与する type IV pili，

厚く柔軟な繊毛は Mpf，繊毛の退縮，Mps を含む F 様 T4SS の多くの特徴を示し，固い繊

毛は VirB11-like ATPase をもった P 様の T4SS にコードされている．固い繊毛は Mpf の機

能はあるが，繊毛の退縮や Mps には寄与していない．また，Bradley らは，接合のタイプ

を 3 つに分類した（8）．①“一般的”なタイプは液体，固体ともによく接合し，接合伝達

関連領域にコードされる Mps システムは薄く柔軟な繊毛（IncI）か厚く柔軟な繊毛（IncF）

であり，②“固体表面を好む”タイプは厚く柔軟な繊毛（IncC，-D，-T，-X），③“固体表

面が必須”なタイプは固い繊毛（IncM，-N、-P，-W）である．さらに，Bradley は，Pseudomonas 

aeruginosa 由来のプラスミドについても同様の分類を行った（9）．IncI プラスミドの R64 は

薄く柔軟な繊毛と固い繊毛の両方をコードしており，薄く柔軟な繊毛を欠損すると“固体

表面が必須”な接合様式を示す（10, 11）． 
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Fig. 1-2. 接合伝達機構（Smillie et al., 2010, Fig. 1 より引用） 

(A) Schematic view of the genetic constitution of transmissible plasmids. Self-transmissible or 

conjugative plasmids code for the four components of a conjugative apparatus: an origin of transfer 

(oriT) (violet), a relaxase (R) (red), a type IV coupling protein (T4CP) (green), and a type IV 

secretion system (T4SS) (blue). The T4SS is, in fact, a complex of 12 to 30 proteins, depending on 

the system (see text). Mobilizable plasmids contain just a MOB module (with or without the 

T4CP) and need the MPF of a coresident conjugative plasmid to become transmissible by 

conjugation. (B) Scheme of some essential interactions in the process of conjugation. The relaxase 

cleaves a specific site within oriT, and this step starts conjugation. The DNA strand that contains the 

relaxase protein covalently bound to its 5_ end is displaced by an ongoing conjugative DNA 

replication process. The relaxase interacts with the T4CP and then with other components of the 

T4SS. As a result, it is transported to the recipient cell, with the DNA threaded to it. Subsequently, 

the DNA is pumped into the recipient by the ATPase activity of the T4CP. 
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Fig. 1-3. プラスミドのサイズと可動性（Garcillán-Barcia et al., 2011, Fig. 2 より引用） 

Mobility of plasmids according to their size. Distribution of conjugative (i.e. self-transmissible by 

conjugation), mobilizable (i.e. transmissible by conjugation only in the presence of a helper 

conjugative plasmid) and nontransmissible plasmids, according to their size. Curves were created 

from a polynomial interpolation of the histograms of each class. The figure is an update from Smillie 

et al. (2010), using the database as of October 2010. 
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Fig. 1-4. プラスミドの接合伝達の流れ（Frost et al., 2010, Fig. 1 より引用） 

The inset shows the main components of the transfer apparatus. All conjugative systems require a 

coupling protein, an ATPase that energizes transfer. Most Gram-negative and -positive conjugative 

systems require a T4SS, which forms the conjugative pore, and a relaxosome composed of the 

relaxase, which nicks at oriT and other auxiliary proteins. Gram-negative systems, but not 

Gram-positive ones, produce an extracellular appendage called a pilus, which identifies a suitable 

recipient cell. Some systems, such as in Streptomyces, require only a coupling protein for DNA 

transfer. Main diagram: the donor cell in blue binds the recipient cell in red via the pilus, which 

retracts and brings the cells together. A signal is transmitted through the T4SS to the coupling protein 

that then attracts the relaxosome to the conjugative pore. A single strand of DNA, covalently linked 

to the relaxase, is transported into the recipient cell, followed by the establishment and replication of 

the plasmid, or in the case of an integrating conjugative element, incorporation into the recipient 

chromosome. Recipient cells that are newly converted to donor cell status exhibit high frequency of 

transfer, which can lead to epidemic spread. Many control elements alter the level of transfer gene 

expression in the donor cell or interfere with the transfer and establishment of the plasmid in the 

recipient. The major negative influences are indicated in red boxes whereas the steps in conjugation 

and establishment are indicated in green boxes. IM: Inner membrane; OM: Outer membrane. 
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Fig. 1-5. T4SS のモデル（Chandran, 2013, Fig. A より引用） 

Model of the T4S secretion system. The various components of the A. tumefaciens VirB/D4 T4S 

system are shown. OM, outer membrane; IM, inner membrane; PG, peptidoglycan layer in the 

periplasm. Various transmembrane domains are shown in the respective membranes. For 

components that lack structural information, the number of transmembrane regions and oligomeric 

state are not confirmative. 
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 接合伝達関連遺伝子の発現は，受容菌が生産する特殊なシグナルへの応答によって，ま

たは，厳密に制御された宿主染色体上やプラスミド上にコードされた因子によって誘導さ

れる．後者の場合，受容菌や受容菌が生産するシグナル分子に依存せず，宿主細胞集団中

に接合伝達関連遺伝子を発現する集団が存在する．これまでに詳細に研究がなされている

グラム陰性細菌のプラスミド IncF，-H, -I，P，および-W において，接合伝達能は転写や転

写後のメカニズムによって，宿主に大きな負荷がかからないように制限されていることが

知られている（5）． 

F プラスミドや他の狭宿主域プラスミドは，多くの宿主由来の制御因子（DNA レベルで

はアクチベーターやリプレッサー，Dam methylation，RNA レベルでは RNase による分解，

タンパク質レベルでは抑制因子の結合やタンパク質分解，構造変化）を利用して接合伝達

関連遺伝子の制御を行っている．これに対し，IncP-1 プラスミドや他の広宿主域プラスミ

ドは，プラスミド上にコードされたリプレッサーによって接合伝達関連遺伝子の転写制御

を行っている．このシステムは，多種多様な細菌が存在する自然界において，宿主の制御

機構の関与から逃れるためであると考えられる（5）． 

F，R1，R100，pRK100，pSLT などの IncF プラスミドは，2 つのモノシストロニックな

traM，traJ，と，traY-X オペロンの計 30 kbp 以上にもなる接合遺伝子領域を持つ（Fig. 1-6）．

traM は nic サイトを含む oriT に隣接している．TraM は接合の前段階の DNA の切断に必

須であり，自身の PM プロモーターをオートレギュレートしている．次に，traJ がコード

されている．TraJ は tra 遺伝子の主要な転写誘導因子であり，自身の PJ プロモーターも転

写誘導する．以降の tra オペロンは traY から traX の 30 以上の遺伝子をコードしており，

これらの遺伝子は DNA 代謝や T4SS，接合伝達能の制御に関わっている．tra オペロンの

最初の転写産物である TraY は接合の前段階の DNA の切断に重要な役割を果たしており，

自身の主要なプロモーターである PY をオートレギュレートしている（5, 12）．PY は TraJ 以

外に，global transcription factors cyclicAMP receptor protein (Crp)，leucine-responsive regulatory 

protein (Lrp)，Dam-mediated DNA methylation のような，宿主の栄養状態やストレスなどに

反応する宿主由来のタンパク質によっても制御されている．H-NS （後述する 5. 参照）は

PM，PJ，PY プロモーターからの転写のサイレンサーとして働く．TraJ は PY プロモーター

の転写誘導因子というよりも，むしろアンチサイレンサーの機能があると考えられている．

TraJ に加えて，TraY と ArcA も PY プロモーター付近に結合し，tra オペロンを制御して

いることが知られている．TraJ による PY プロモーターの転写誘導は，おそらく細胞の酸

化還元状態に反応している．TraY は PY プロモーターの転写制御因子であり，個々のプラ

スミドのシステムに依存して，正，または負の働きをする．宿主由来の応答制御因子であ

る ArcA もまた，PY プロモーターによって tra オペロンを制御している（5, 12）． 

 IncF や IncHI1 などの狭宿主域プラスミドとは対照的に，IncP-1 などの広宿主域プラス

ミドは，まったく異なる接合伝達関連遺伝子の制御機構をもっている．広宿主域プラスミ

ドは，プラスミド上にコードされた因子によって接合伝達関連遺伝子の転写を抑制してお
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り，宿主染色体上にコードされた NAPs （後述する 5. 参照）による制御を受けないと考え

られている．これらのプラスミドは複製や分配，接合の遺伝子を KorA，-B，-C，TrbA の 4 

つの制御因子によって同時に制御している．5 つめの因子として，複製の制御を行ってい

るTrfA は trbAp プロモーターとオーバーラップした trfAp プロモーターと結合する．KorA，

-B，TrbA の結合サイトに TrfA が結合することで，複製と接合関連遺伝子を協調的に転写

している（Fig. 1-7）（5）．分配タンパク質としても機能する KorB は，IncP-1α プラスミド

RK2 上に 12 箇所の結合サイトをもつ．このことから，H-NS の代わりに広宿主域プラスミ

ドが多様な宿主内において環境や生理状態に応じて遺伝子の発現を調整する役割を担って

いると考えられる． 

 RK2 の接合伝達関連遺伝子は，2 つの Tra 領域内の 4 つのプロモーターから発現する．

これらの発現は Tra2 領域の最初の遺伝子産物である TrbA によって抑制されている．TrbA 

は特に受容菌細胞内でのプラスミドの安定性のために接合伝達関連遺伝子の過剰発現を抑

制していると考えられるのに対し，KorB は恒常的な発現に寄与している．KorB は TrbA と

協調して接合伝達関連遺伝子のプロモーターからの転写抑制能を強化することができる．

したがって，これらのシステムは非常に強固に接合伝達の抑制を維持し，宿主の負荷を最

小限に抑えている（5, 13）． 
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Fig. 1-6. F-like プラスミドにおける tra オペロンの制御（Wong et al., 2012, Fig. 1 より引用） 

A. Overview of F plasmid tra operon regulatory factors. Positive regulatory effects are indicated by 

an arrow and solid lines, negative effects are indicated by a dash and dotted lines. B. F plasmid oriT 

region with the binding sites for host and plasmid DNA-binding proteins indicated. The direction of 

TraI unwinding of DNA following cleavage at the nic site and covalent attachment to the 5′ end of 

DNA is indicated by a red arrow. 
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Fig. 1-7. IncP-1 プラスミドにおける KorAB と TrbA による tra オペロンの制御 

（Frost & Koraimann 2010, Fig. 4 より引用） 

Blocks of transfer genes are represented by Tra1 (relaxase and primase overlapping operons) and 

Tra2 (Tra2 operon) whereas the transfer-related leader region is shown to the right and 

replication-related genes are shown on the left as a blue box. Promoters of interest are shown below 

the boxes whereas the direction of transcription is shown as angled arrows above the boxes. Green 

and red circles above the lower black line represent one KorA binding site (OA) and TrbA binding 

sites, respectively, whereas blue circles represent KorB binding sites (OB) 10 to 4 as discussed by 

Chiu et al. [85]. Dark blue circles represent strong KorB binding sites whereas light blue circles 

represent weaker binding sites. The stars represent sites for cooperative interaction between KorA 

and TrbA or TrfA, with TrfA being the connection between the regulation of replication and 

conjugation. 
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3. プラスミドの分類 

 2 種類のプラスミドが同じ細胞内で安定に共存できるとき，両者の複製・分配機構が異

なり，和合性（compatibility）であるという．これに対し，同じ複製・分配機構をもつプラ

スミド同士が同じ細胞内に存在すると，干渉し合って安定に共存できないことを不和合性

（incompatibility）であるという（14）．この不和合性はプラスミドの分類の指標として用い

られており，グラム陰性細菌については，大腸菌を宿主とした際の 26 種（IncA ~ IncZ）の

分類（Table 1-2），あるいは，自然界に広く分布している Pseudomonas 属細菌を宿主とした

際の 14 種（IncP-1 ~ IncP-14）の分類が（Table 1-3）が用いられてきた（15）．なお，大腸菌

を宿主とした分類には重複があり，両分類間にも重複がある（Table 1-2, 3）．しかし，不和

合性による分類では，共通の宿主が存在しないプラスミドを分類できず，また，非常に類

似したプラスミド同士でも 1 塩基の違いで和合性となる例も知られている（16）．そこで，

プラスミドにコードされた複製領域の塩基配列の類似性を指標とした分類が提唱された

（17）．しかし，複数の rep 領域をもつプラスミドや rep 領域が組み換えられたプラスミド

が多く発見されたことから，rep 領域も分類の指標には適していない．そこで，接合伝達性

プラスミドについては，不和合性による分類とは別に，その接合伝達時に必要な DNA の複

製・移動を担うタンパク質（MOB：mobilization）と，細胞間の接触を促進するタンパク質

（MPF: mating pair formation）のアミノ酸配列の相同性に基づく分類が行われた（Smillie et al., 

2010）．6 種の MOB （MOBF,MOBH，MOBQ，MOBC，MOBP，MOBV）と 4 種の MPF （MPFF, 

MPFI, MPFG，MPFT）による分類を組み合わせることで，広範囲のプラスミドが分類可能と

なる（Table 1-2, 3）（3）． 

 また，プラスミドの宿主となる微生物の種類の幅を宿主域とよぶが，その宿主の分類上，

異なる門（phylum）や網（class）に属する細菌間を伝達し複製される“広宿主域（broad host 

range）”プラスミドと，同一の属（genus）や種（species）および類縁の株（strain）間のみ

伝達し複製される“狭宿主域（narrow host range）”プラスミドに大別されてきた． 
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Table 1-2. 大腸菌におけるプラスミドの分類（新谷ら 2013 一部改変） 

不和合性群 a プラスミド（例）b MOBc MPFc 接合伝達性 宿主域 d 

IncA/C RA1 MOBH MPFF self-transmissible broad 

IncB/O R724 MOBP MPFI self-transmissible narrow? 

IncD R711b - - self-transmissible narrow? 

IncF F MOBF MPFF self-transmissible narrow 

IncG/U (=IncP-6) Rms149 MOBP - mobilizable intermediate 

IncH R27 MOBH MPFF self-transmissible narrow 

IncI R64 MOBP MPFI self-transmissible narrow 

IncK R387 MOBP MPFI self-transmissible narrow 

IncL/M R446b, pIP135 MOBP MPFI self-transmissible broad 

IncN N3 MOBF MPFT self-transmissible broad 

IncP (=IncP-1) RK2 MOBP MPFT self-transmissible broad 

IncQ (=IncP-4) RSF1010 MOBQ - mobilizable broad 

IncS (=IncHI2) R478 MOBH MPFF self-transmissible narrow 

IncT Rts1, R401 MOBH MPFF self-transmissible narrow 

IncW R388 MOBF MPFT self-transmissible broad 

IncX R6K MOBP MPFT self-transmissible narrow? 

aIncA と IncC 等，いくつかの Inc 群については重複している．また，Table1-3 における

Pseudomonas 属細菌における Inc 群とも重複する場合もある．b例として挙げたプラスミド

については，Lawley ら，および Sota & Top の総説（18, 19）に基づく．cMOB，MPF の分

類については Smillie らの総説（3）に基づく．「-」は情報が無い，あるいは元来もっていな

いことを示す． 
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Table 1-3. Pseudomonas 属細菌におけるプラスミドの分類（新谷ら 2013 一部改変） 

不和合性群 a プラスミド（例）b MOBc MPFc 接合伝達性 宿主域 d 

IncP-1 (=IncP) RK2, pB10 MOBP MPFT self-transmissible broad 

IncP-2 CAM - - self-transmissible narrow 

IncP-3 

(=IncA/IncC) 
RIP64 MOBH MPFF 

self-transmissible broad 

IncP-4 (=IncQ) RSF1010 MOBQ - mobilizable broad 

IncP-5 Rms163 - - self-transmissible narrow 

IncP-6 

(=IncG/IncU) 
Rms149 MOBP - 

mobilizable broad 

IncP-7 pCAR1, pDK1 MOBH MPFF self-transmissible narrow 

IncP-8 FP2 - - NA NA 

IncP-9 pWW0, NAH7 MOBF MPFT self-transmissible narrow 

IncP-10 R91 - - NA narrow 

IncP-11 pMG39 - - NA NA 

IncP-12 R716 - - NA narrow 

IncP-13 pMG25 - - NA narrow 

IncP-14 pBS222 - - NA broad 

aいくつかの Inc 群については Table 1-2 に示した腸内細菌における Inc 群とも重複する．b

例として挙げたプラスミドについては，Thomas& Haines の総説（20）に基づく．cMOB，

MPF の分類については Smillie らの総説（3）に基づく．「-」は情報が無い，あるいは元来

もっていないことを示す．d宿主域は，腸内細菌（Enterobacteriaceae 科）のみを宿主とでき

る場合に narrow，腸内細菌と他のγ-Proteobacteria 網細菌を宿主とできる場合に intermediate，

複数の網にまたがる細菌を宿主にできる場合に broad とした．NA については情報が十分で

ないことを示す． 
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4. プラスミドの環境中における挙動解析 

土壌・海洋・河川・湖沼など実際の環境では，実験室内での接合実験に比べ微生物集団

の密度が低く，利用可能な栄養源も少ない上に温度も低いことが多い．また，自然環境中

の微生物の大半は，“生きているが培養できない”難培養性微生物と考えられている．こう

した微生物は，まだ培養法が確立していない細菌や，著しく生育速度の低い細菌，または

種々の条件によって培養できない状態に変化した細菌など，多様な細菌を含む．実際，環

境試料中から，細菌細胞を染色して顕微鏡下で観察・計測した細菌数に対し，平板培地上

で生育する細菌数が著しく低いことから，環境中の細菌の大半（通常 90％以上）が培養で

きないと考えられている．従って，実験室内で培養可能な細菌のみを対象とした接合実験

や，その結果算出されたプラスミドの接合伝達頻度および宿主域は，自然環境におけるプ

ラスミドの接合現象の実態を必ずしも正確に反映していないと考えられる．このような観

点から，難培養性微生物を含む，非滅菌の環境試料を用いたモデル環境を作製し，プラス

ミドの接合伝達頻度の測定や，宿主域の調査も実施されてきた（Table 1-4, 5 に例を示す）

（15）．このようなモデル環境における接合伝達現象を検出するにあたって，当初はプラス

ミド上にコードされる抗生物質耐性能を指標とした研究が多かったが，各環境試料中に元

来存在する耐性菌による偽陽性が生じやすいため，近年は GFP 等の蛍光タンパク質が利用

されている．特にこれらの蛍光タンパク質を供与菌内では発現しないようにしておき，受

容菌内で発現するようなシステムを用いて，蛍光を示す細胞，またはコロニーを接合伝達

体として検出する方法が良く用いられている． 
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Table 1-4. 土壌中でのプラスミドの接合実験実施例（新谷ら 2013 より引用） 

実験環境 実験条件など 接合期間 接合実験に用いた供与菌・受容菌の組合せ 結果 文献 

土壌 滅菌; 28℃ 12 d 

D: Echerichia coli HB101(pBLK1-2) 1.8×10-4 

21 

R: Rhizobium fredii USDA 201 受容菌あたり 

土壌 

栄養源を添加

した非滅菌土

壌， 28℃ 

3-6 d 

D: Echerichia coli pTH16: 6.2×10-4 

22 

R: E. coli CV601 pIE1037: 2.3×10-4 

 pIE1056: 8.4×10-4 

 pIE639: 3.1×10-6 

 pIE1055: 検出されず 

 pIE1040: 検出されず 

  いずれも受容菌あたり 

土壌 

土壌抽出物か

ら作製した培地

にフィルターを

のせて接合実

験，25℃ 

48 h 

D: P. putida KT2442 lacIq::dsRed (RP4::gfp) 1.49×10-4 

23 

R: 土着の細菌 受容菌あたり 

土壌 

非滅菌，砂質

土壌（水分含量

60%）， 4，10，

15，25℃ 

22 d 

D: E. coli K12 J5-3(RP4) 4.6×10-3 

24 

R: 土着の細菌 供与菌あたり 

腐植土 

非滅菌土壌に

加えて菌糸が

付着したオオム

ギの葉，または

していない葉，

25℃ 

17 d 

D: KT2442LacIq/TOL,gfp,Km 菌糸なし: 1.46×10-3. 

25 

R: KT2440‡ Tc+ 菌糸あり: 5.75×10-5  

  
いずれも供与菌と受

容菌を掛け合わせた

数の平方根あたり 

根圏 

コムギ根圏，非

滅菌，16 h 明

条件 20℃，8 h

暗条件 16℃サ

イクル 

8 d 

D: Pseudomonas sp. R2f (RP4) 

1.7×10-2 

26 

供与菌あたり 

R: Pseudomonas. sp. R2f 

 

  

根圏 
非滅菌，オオム

ギ根圏，室温 
7 d 

D: P. putida KT2440::lacIq1(pKJK10) 6.32×10-2 ~1.12×10-1 

27 

R: 土着の細菌 供与菌あたり 
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Table 1-4. の続き 

根圏 

非滅菌，エンド

ウマメ，オオム

ギ根圏，12 h ご

とに明，暗条件

サイクル， 20–

22℃ 

6 d 

D: P. putida KT2442(pKJK5::gfp) Pea: 4.0×10-2  

28 

R: P. putida LM24 

Barley: 5.9×10-3  

いずれも供与菌あた

り. 

根圏 

滅菌，ヒエ根

圏，砂＋植物，

砂，12 h ごとに

明条件

（25℃），暗条

件（15℃）サイク

ル 

95 h 

D: Pseudomonas fuorescens AS12(pSS501) 根圏: 8.9×10-11 

29 

R: Serratia sp. RF7 

砂＋植物: 1.2×10-12 

砂: 5.5×10-15 

  
いずれも供与菌と受

容菌数を掛け合わせ

た数あたり 

根圏 

非滅菌，コムギ

根圏 16 h 明条

件 20℃，8 h 暗

条件 16℃サイ

クル 

7 d 

D: Pseudomonas sp. R2f (RP4) R2f: 7.1×10-3 

30 

R: Pseudomonas. sp. R2f または土着の細菌 土着細菌:1.1×10-3 

  

いずれも供与菌あたり 

根圏 

非滅菌，ビート

根圏にフィルタ

ーを投入，15

－20℃ 

24 h 

D: Pseudomonas marginalis 376N(pQBR11) 1.3×10-8 ~ 5.1×10-5 

31 

R: Pseudomonas aureofaciens 381R 受容菌あたり 

植物 
非滅菌の種お

よび芽， 22℃ 
9 d 

D: Lactococcus lactis SH4174 1.1×10-1 ~ 3.9×10-1  

32 アルファ

ルファ 
R: L. lactis BU-2-60 受容菌あたり 

芽 

非滅菌，芽， 

20℃ 
9 d 

D: P. putida LM50(pKJK5::gfp), P. putida 

LM50(TOL::gfp) 
pKJK5: 3.4×10-4  

33 アルファ

ルファ 
R: 土着の細菌 TOL: 2.0×10-6  

    いずれも供与菌あたり 

葉上 

リン酸カリウム

バッファー中の

マメ植物葉，温

度記載なし 

2 d 

D: Pseudomonas syringae Cit7p(RP1) 1.0×10-2 

34 

R: Pseudomonas syringae Cit7xylE 供与菌あたり 
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Table 1-4. の続き 

土壌＋動

物 

非滅菌土壌，ミ

ミズ， 20℃ 
14 d 

D: Pseudomonas fluorescens C5t (pJP4) ミミズなし: 2.8×10-4 

35 R: 土着の細菌 ミミズあり: 6.9×10-2 

  いずれも供与菌あたり 

土壌＋動

物 

非滅菌土壌，ミ

ミズ，20℃ 
14 d 

D: Alcaligenes eutrophus JMP222N(pJP4) ミミズなし: 伝達せず  

36 R: P. fluorescens C5t 
ミミズあり: 1.9×10-6 ~ 

2.3×10-6 

  いずれも供与菌あたり 

aD は供与菌を，R は受容菌を表す． 
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Table 1-5. 水中でのプラスミドの接合実験実施例（新谷ら 2013 より引用） 

実験環境 実験条件など 実験期間 接合実験に用いた供与菌・受容菌の組合せ 結果 文献 

海水 非滅菌，37℃ 20 h 

D: E. coli 15(pRAB15) 4.9×10-9 

37 

R: E. coli K12 185 供与菌あたり 

海水 
非滅菌; 6 or 

20℃ 
24 h 

D: Vibrio cholerae NVH4122/E. coli NVH4061 3.0×10-7 ~ 5.0×10-3 

38 

R: Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 

AL2027 
受容菌あたり 

海水 

滅菌，15-20℃，

可動性プラス

ミド pCE328

の伝達頻度を

測定 

48 h 

M and R: 土着細菌 8.5×10-6  

39 

D: E. coli K12 UB1832(pCE328) 供与菌あたり 

人工海水 

滅菌，フィルタ

ーを投入， 

24-28℃ 

24 h 

D: Vibrio sp. S142(RP4)，E. coli 803(RP1) 3.6×10-2 

40 

R: Vibrio sp. S141 受容菌あたり 

海水，堆

積物 
滅菌，20-23℃ 18 d 

D: E. coli LCB69 C600(RP4) 1×10-4 

41 

R: E. coli LCB402 CGSC 6173 供与菌あたり 

海水，堆

積物 
非滅菌; 15℃ 44 d 

D: Aeromonas salmonicida 718(pRAS1) 3.4×10-1 

42 

R: 土着の細菌 受容菌あたり 

河川水 滅菌， 20℃ 96 h 

D: E. coli EC15(river water isolate) 1.6×10-4 

43 

R: E. coli 416S または J62 受容菌あたり 

河口水/堆

積物 
非滅菌，20℃ 5 d 

D: Pseudomonas putida PF015(pGTE26) 
pGTE27 が PF015 間 

でのみ伝達 

44  または KT2442(pGTE26) 4.8×10-2 

R: P. putida KT2442-nalr, PF015(pGTE27) 受容菌あたり 

 または土着の細菌   

河川の岩

に付着し

た細菌群

集 

非滅菌，岩上

の細菌群集の

上にフィルター

をのせる， 

10-20℃ 

24 h 

D: 土着細菌のもつ天然の水銀耐性プラスミド 3.7×10-6 

45 

R: P. putida KT2440 受容菌あたり 
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Table 1-5. の続き 

河川の岩

に付着し

た細菌群

集 

非滅菌，岩上

の細菌群集の

上にフィルター

をのせる， 

20℃ 

24 h 

D and M: P. putida KT2440 pD10 の可動性 

46 

(pD10, pQKH6 または pQKH9) Up to 7.2×10-4 

R: P. putida UWC6 または UWC5 受容菌あたり 

河川水/ボ

ウフラ 

非滅菌，河川

水， 10 または

25℃ 

15 d/3 d 

D: Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 

IPS82(pBC16),  
河川水: 

47 

滅菌水＋ボウ

フラ，明条件 18 

h，暗条件 6 h

のサイクル，

25℃ 

B. thuringiensis subsp. israelensis 

AND931(pXO16::Tn5401) 
pBC16 は伝達せず 

R: B. thuringiensis subsp. israelensis 

GBJ002/IPS70 
pXO16，10℃7.7×10-4 

  pXO16，25℃ 

3.5×10-2 

  ボウフラ: 

    pBC16 は伝達せず 

pXO16， 1.0×10-3 い

ずれも供与菌あたり 

湖水 
滅菌および非

滅菌， 16-37℃ 
72 h 

D: P. aeruginosa RM2100(R68.45) 

滅菌水 R68.45 が

RM273 に伝達 

2.0×10-3  48 

または RM2180(FP5) その他は検出されず 

R: P. aeruginosa RM273 または土着細菌 供与菌あたり 
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Table 1-5. の続き 

湖水 

栄養源のない

合成湖水， 

21℃ 

18 h 

D: P. aeruginosa PAO4032(R68.45) 
土着細菌には伝達せ

ず. 

49 

R: P. aeruginosa PAO1168 または土着細菌 

PAO1168: 

6.8×10-5(bulk water) 

5.6×10-3(neuston) 

  供与菌あたり 

飲料水 

滅菌， 25℃，

可動性プラス

ミド pHSV106

の伝達頻度を

測定 

24 h 

M: E. coli ED2149(R100-1) 2.43×10-9~2.14×10-7 

50 

D: E. coli HB101(pHSV106) 受容菌あたり 

R: E. cloacae 107A 

 

汚染水 

非滅菌，廃水

処理反応槽，

18-22℃ 

32 d 

D: P. putida KT2442(pWW0::gfp) 
1.9×10-1 ~ 8.9×10-1 

供与菌あたり 
51 

R: 土着の細菌 

下水 
濾過滅菌， 

22.1℃ 
31 d 

D: P. putida UWC8 (pQKH6), 
P. putida UWC8: 

8.40×10-4  

52 

Serratia fonticola IB4r(pQKH6) 
Serratia fonticola 

IB4r: 3.10×10-6  

R: P. putida UWC9 いずれも受容菌あたり 

aD は供与菌を，R は受容菌を表す．また，M は可動性プラスミドの伝達を促すヘルパープ

ラスミドをもつ菌株を表す． 
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5. プラスミドの接合伝達と核様体タンパク質（NAPs） 

 核様体タンパク質（nucleoid-associated proteins, NAPs）は，細菌の DNA と結合し，コン

パクトに折りたたまれた核様体と呼ばれる構造を形成することで，多くの遺伝子の転写を

制御する global regulator として機能する（53）．腸内細菌では，factor for inversion stimulation 

（Fis），histone-like nucleoid structuring protein （H-NS），histone-like protein from Escherichia coli 

strain U93 （HU），integration host factor （IHF），leucine-responsive regulatory protein （Lrp）

がよく知られている． 

 2010 年 4 月時点で全塩基配列が解読されていた 2,260 個のプラスミドのうち，155 個

（7%）が既知の NAPs と相同なタンパク質をコードする遺伝子をもつことが明らかとなっ

ている（54）．また，グラム陰性細菌由来のプラスミド 1,382 個のうち，136 個のプラスミ

ド上に計 210 個の NAPs 遺伝子が存在し，NAPs を 1 つもつプラスミド，あるいは複数も

つプラスミドの平均サイズ（それぞれ 199 kb，790 kb）は，1,382 個の平均サイズ（83 kb）

よりも大きいことが示された（54）． 

 Shigella flexneri 2a strain 2457T 由来の自己伝達性 IncHI1 プラスミド pSf-R27 は，H-NS 様

因子である Sfh をコードする遺伝子を持つ．Doyle らによって，Salmonella enterica serovar 

Typhimurium SL1344 の野生株，pSf-R27 を保持した株，sfh を破壊した pSf-R27 を保持し

た株の 3 株のトランスクリプトーム比較から，Sfh が転写制御する遺伝子の網羅的な解析

が行われた．その結果，sfh を破壊することで，pSf-R27 を保持したときよりも多くの遺伝

子が転写変動すること，宿主の fitness が低下することが明らかにされた（55）．この現象は，

AT-rich な pSf-R27 および pSf-R27Δsfh を保持することで宿主染色体由来の H-NS の多くが

プラスミドに結合し，染色体上に結合する H-NS の量が減少したことで宿主の転写ネット

ワークが乱れたことが原因であると推測された．Doyle らは，Sfh が H-NS と同様に染色体

上，プラスミド上の AT-rich な領域に結合することで，H-NS の不足を補い，プラスミドを

保持することによる宿主への負担を軽減する“stealth”機能を持つと述べている（55）． 

 Salmonella enterica serovar Typhimurium 由来の自己伝達性 IncHI1 プラスミド R27 の接合

伝達機構は温度感受性を示し，腸内細菌としては低温の 25-30 ℃で接合伝達頻度が最大と

なり，温度上昇にともない接合伝達頻度が減少することが知られている（56）．R27 は，大

腸菌において温度依存的に転写制御を行う H-NS，Hha と相同なタンパク質をコードする遺

伝子を持ち，プラスミド上，大腸菌染色体上の H-NS と Hha を破壊することで，本来接合

伝達しない 33 ℃において接合伝達が可能となると報告された（57）． 
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6. プラスミドの接合伝達と CRISPR/Cas システム 

 細菌は，Clustered regularly interspaced short palindromic repeat （CRISPR）（58），および隣

接する CRISPR-associated 遺伝子群（Cas）（59）からなる CRISPR/Cas システムによって，

外来遺伝子に対する獲得免疫機構を持つことが知られている（60, 61）．ゲノム配列が解読

されている真正細菌の 50%，古細菌の 90%が CRISPR をもつことが報告されている（62）．

CRISPR は，リピート配列（Repeat）がゲノム上に局所的に密集し（Clustered），隣接リピ

ート間の間隔は規則的な長さで（Regularly Interspaced），リピート配列自体は短い回文構造

をもつ（Short Palindromic）ことを示している（63）．細菌は，プラスミドやバクテリオファ

ージ，ウィルスなどの外来遺伝子が侵入すると，その一部の塩基配列（スペーサー配列）

を CRISPR に取り込む．次に，この塩基配列が転写されるとともに，Cas タンパク質群に

よってプロセッシングされ，スペーサーと相同な塩基配列をもつ外来遺伝子が侵入した際

に，相補的に結合して標的遺伝子を切断する（Fig. 1-8）（62, 64）． 

 近年 Pul らによって，Escherichia coli K12 株において，H-NS が casA および CRISPR I プ

ロモーター（Fig. 1-9A）からの転写を抑制することが示された（65）．マイクロアレイ解析

から，E. coli K12Δhns 株において，casABC と cas2 の転写量が上昇することが明らかにな

っている（66）．さらに，H-NS は cas3-casA 遺伝子間領域に強い結合親和性をもつこと（65, 

67），H-NS は AT-rich な領域に結合しやすく（68），そこを核として bridging により周囲の

DNA 領域に広がるように結合していく結合モデルが提唱されている（69）．その後，Westra 

らによって，LysR-type transcription factor の LeuO が casA プロモーターと H-NS 結合サイ

トとの間に結合することで，H-NS による抑制を脱抑制することが示された（70）．したが

って，大腸菌内において H-NS と LeuO の拮抗作用により CRISPR/Cas システムによる免

疫獲得機構が制御されていると考えられている． 
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Fig. 1-8. CRISPR/Cas システムの概要（Horvath and Barrangou 2010, Fig. 2 より引用） 

Overview of the CRISPR/Cas mechanism of action. (A) Immunization process: After insertion of 

exogenous DNA from viruses or plasmids, a Cas complex recognizes foreign DNA and integrates a 

novel repeat-spacer unit at the leader end of the CRISPR locus. (B) Immunity process: The CRISPR 

repeat-spacer array is transcribed into a pre-crRNA that is processed into mature crRNAs, which are 

subsequently used as a guide by a Cas complex to interfere with the corresponding invading nucleic 

acid. Repeats are represented as diamonds, spacers as rectangles, and the CRISPR leader is labeled 

L.  
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Fig. 1-9. LeuO と H-NS による cas 遺伝子の発現制御（Westra et al., 2010, Fig. 1 より引用） 

A. Schematic illustration of the CRISPR/Cas locus in E. coli K12 that consists of eight cas genes 

[cas3 (ygcB), casA (ygcL or cse1), casB (ygcK or cse2), casC (ygcJ or cse4) casD (ygcI or cas5e), 

casE (ygcH or cse3), cas1 (ygbT) and cas2 (ygbF)] and a downstream CRISPR locus containing 12 

spacers and 13 repeats (CRISPR I). The cas3, anti-cas3 (anti-Pcas), casA (Pcas) and CRISPR I 

promoter are indicated with an arrow (Pul et al., 2010). B. qPCR analysis of cas gene transcript 

abundance in E. coli Dhns and E. coli W3110 expressing leuO (induced or non-uninduced). Fold 

changes are given as compared with wt E. coli W3110 expression levels. Error bars indicate one 

standard deviation. 
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7. 自己伝達性プラスミド pCAR1 

筆者らの研究室では，原油中に含まれるヘテロ環式芳香族化合物 carbazole を唯一の炭素

源・窒素源・エネルギー源として生育可能な Pseudomonas resinovorans CA10 株を活性汚泥

中から単離し，その詳細な解析を行ってきた（71）．難分解性物質の分解遺伝子群もプラス

ミドによって細菌間を水平伝播することが多いが（72, 73, 74, 75），CA10 株の carbazole 代

謝に必要な酵素をコードする car 遺伝子群もプラスミド pCAR1 上に存在していた（76, 77, 

78）．筆者らのグループでは pCAR1 の全長約 200 kb の全塩基配列を決定し（Fig. 1-10）（79, 

80, 81），pCAR1 がプラスミドの不和合性群という分類上 IncP-7 群に属することを示した

（82）．また，塩基配列情報から推定された pCAR1 の複製・保持・接合伝達に関わる機能

の基本性質を明らかにした（83）．これは IncP-7 群プラスミドの基本機能を詳細に解析した

最初の例であった．IncP-7 群プラスミドは土壌・水圏・動物体内など環境に広く分布する

Pseudomonas 属細菌間を接合伝達によって移動する（84）．IncP-7 群のプラスミドとしては，

toluene/xylene 分解プラスミド pWW53（85），pDK1（86, 87）や naphthalene 分解プラスミ

ド pND6-1（88），pAK5 ，pFME4 ，pFME5 ，pNK33 ，pNK43 ，pOS18 ，pOS19（89）

など近年急速に報告例が増加しており，環境中での分解関連遺伝子の重要な運び手の一つ

であることが示されつつある． 
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Fig. 1-10. pCAR1 の全塩基配列（髙橋 2011, Fig. 1-3 より引用） 

推定されたORF を最も外側の円上にその転写方向に応じて示した( 外側の扇型が時計回り，

内側の扇形が反時計回りに転写される ORF)．各 ORF は既知のタンパク質との相同性によ

り推定される機能によって色分けされており，それぞれ，赤色：分解系遺伝子群，橙色：

プラスミドの複製・保持，緑色：プラスミドの接合伝達，黄緑色：輸送タンパク・膜タン

パク質，黒色：転写制御因子，青色：転移因子・挿入因子，桃色：その他の機能，灰色：

機能未知である．過去の転写解析およびタイリングアレイデータより推定された転写単位 

(#0.1 ～ #47.1，全 74 個) をその向きとともに示す．内側の赤線は GC 含量を示し，破線

が pCAR1 全体の平均 GC 含量である 56% を示す．また Tn4676，ISPre1 ～ ISPre4 の位置

を外側の青色の扇型で示した． 
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8. IncP-7 群プラスミドの接合伝達関連遺伝子と接合伝達 

pCAR1 上には，Proteus vulgaris の Rts1 （IncT）（90），Salmonella typhi の R27（IncHI）

（91, 92），Providencia rettegeri の R391（93），S. enterica の SGI1（94）の接合伝達に関る

Trh タンパク質や Tra タンパク質とアミノ酸レベルで 19~50% の相同性を示す ORF が存在

する．また，同じ IncP-7 群に属する自己伝達性プラスミド pDK1 上には、それらと 83~99% 

の高い相同性を示す遺伝子群が存在する（95）． 

ORF121pCAR1がコードするタンパク質（全長 900 アミノ酸）のN 末端側 373 アミノ酸は，

R391 と R27 の TraI タンパク質（それぞれ全長 717 アミノ酸と 1,012 アミノ酸）の N 末

端側とそれぞれ 36% と 32% の相同性を有する．R27 の TraIR27 は relaxase に保存された 3 

つのモチーフ（I~III）を持ち，oriT の位置で DNA に nick を入れ接合伝達を開始する機能

を持つ relaxase であると考えられている（92, 96）．ORF121pCAR1タンパク質上には、relaxase 

のモチーフ I と II は明確には見いだせないが，モチーフ III は保存されていた．一方，

ORF122pCAR1 がコードするタンパク質は R391 の TraDR391 と R27 の TraGR27 とそれぞれ全

長で 47% と 28% の相同性を示した．R27 の TraGR27 は 2 つの膜貫通ドメインと ATP/GTP 

結合モチーフ A を持ち， RP4 の TraGRP4 や F プラスミドの TraDF のように

anchoring/coupling タンパク質であると考えられている（97）．pCAR1 の ORF122pCAR1 にも

ATP/GTP 結合モチーフ A が存在する．上で述べた特徴は，ORF121pCAR1 と ORF122pCAR1 は

接合時にそれぞれ relaxase と anchoring/coupling タンパク質として機能することを示唆して

いる．そこで ORF121pCAR1 と ORF122pCAR1 を traIpCAR1 と traGpCAR1 と命名した（79, 98）．

先に述べた Garcillan-Barcia らの分類に基づくと、pCAR1 の TraIpCAR1 の相同性に基づいて

pCAR1 の接合伝達システムは MOBH に分類される（99）． 

Rts1 の oriT 領域（455 bp）は ORF251Rts1 と ORF252Rts1 の遺伝子間領域に存在する．

pCAR1 の ORF155pCAR1は Rts1 の ORF252Rts1と 43%の相同性を示す．pCAR1 の TraIpCAR1 と

Rts1 の TraIRts1が高い相同性を示すことから，これら 2 つのプラスミドの oriT も互いに相

同性があると思われる．実際に，pCAR1 のORF155pCAR1 近傍に 465 bp からなる推定oriT 領

域が存在し，Rts1 の oriT 領域と 42%の相同性を示した．Rts1 の oriT 領域には Tra タンパ

ク質が認識すると思われる 3 つの逆方向反復配列が存在するが，pCAR1 上の推定 oriT 領

域にも 2 つの逆方向反復配列が存在する（79, 98）． 

 ORF145pCAR1と ORF146pCAR1は Rts1 と R391 上にコードされる機能未知タンパク質と部分

的な相同性を示した．ORF145pCAR1と ORF146pCAR1を欠失した pCAR1 を保持する P. putida 

KT2440 株から，pCAR1 を保持しない KT2440 株への接合伝達頻度は，野生型の pCAR1 と

比較して約 1/100 以下まで減少することが示されている（100）．IncP-7 群プラスミドのミ

ニレプリコンを Pseudomonas 属細菌内にエレクトロポレーションによって導入した結果，

接合伝達では IncP-7 群プラスミドを受容できない細菌であっても，ミニレプリコンを有す

る形質転換体が得られた（98）．このことは，複製能によって決められる IncP-7 群プラスミ

ドの宿主域の方が，接合伝達能によって決められる宿主域よりも広く，接合伝達の成否に
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よって IncP-7 群プラスミドの宿主域が決められることを示している（82, 98）． 

IncHI プラスミドの性繊毛は「柔らかく」，接合伝達頻度は土壌のような「固い」環境中

に比べて水環境中の方が高いという性質がある（18）．このことから，IncHI の性繊毛と相

同性のある pCAR1 の性繊毛も「柔らかく」，水環境中において効率的に接合伝達すると考

えられる．IncHI プラスミドのもう一つの特徴として，温度依存的な接合伝達機構があり，

接合伝達頻度が 25~30°C で最大となり，温度が上昇するにつれて減少する（101）．また，

R27 には核様体タンパク質（nucleoid-associated proteins, NAPs ）の一種である H-NS 

（Histone-like Nucleoid Structuring）様タンパク質と，H-NS のホモログであり DNA 結合領

域を欠失した Hha 様タンパク質（大腸菌内での温度，浸透圧依存的な病原遺伝子の発現に

関与するタンパク質）がコードされているが（92），R27 上の NAPs や大腸菌染色体上の

NAPs を破壊すると，野生型 R27 は接合伝達できない 33°C でも接合伝達が可能となる（57）．

しかし， P. putida HS01 株から P. fluorescens IAM112022RG 株への pCAR1 の接合伝達頻度

は 25°C，37°C，42°C の条件下では差は認められず（102），pCAR1 の接合伝達機構が IncHI

プラスミドとは異なる可能性が示唆されている．また、実験室内環境で Pseudomonas 属に

属する 5 株の pCAR1 の保持菌（供与菌）と Pseudomonas 属・非 Pseudomonas 属細菌 10 株

との接合実験を行ったところ，供与菌の種類によって pCAR1 の接合伝達頻度が変化するこ

と，P. putida HS01 株を供与菌とした際には，P. resinovorans CA10 株や P. putida KT2440 株

を供与菌とした場合よりも接合伝達体が検出される受容菌の種類が多いことが示された

（102）．この実験では，Pseudomonas 属細菌以外への pCAR1 の接合伝達は認められなかっ

た．また，P. putida KT2440 株を受容菌にした場合のように，供与菌の組み合わせによって

は同じ種への接合伝達が検出できない例もあった． 

 

9. pCAR1 上にコードされた核様体タンパク質 

 上記 5. で述べたように，核様体タンパク質（nucleoid-associated proteins, NAPs）は細菌の

DNA と結合し，コンパクトに折りたたまれた核様体と呼ばれる構造を形成することで，多

くの遺伝子の転写を制御する global regulator として機能する． 

pCAR1 上には HU ホモログ Phu （plasmid-encoded HU-like protein），H-NS 様因子である

MvaT ホモログ Pmr （ plasmid-encoded MvaT-like regulator）， NdpA ホモログ Pnd 

（plasmid-encoded NdpA-like protein）の 3 種類の NAPs がコードされている（54）．これま

でに行われた，pmr を破壊した KT2440(pCAR1) 株のトランスクリプトーム解析の結果から，

Pmr が stealth 機能（上記 5. 参照）を有することが示された（103）．また，ChAP-chip 

（chromatin affinity purification cupled with high density tiling chip）解析から，Pmr は AT-rich な

領域を好んで結合することが明らかになった．さらに，Pmr は自身と多量体を形成するほ

か，KT2440 染色体上にコードされた H-NS 様因子の TurA，TurB とも相互作用して多量体

を形成することが示された（104）．phu と pnd をそれぞれ単独で破壊した場合は表現型に

顕著な変化は見られたなったのに対し，pmr と phu，pmr と pnd の二重破壊株では，継代
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培養を行うことで pCAR1 の構造が変化，または脱落が高い頻度で生じること（100），さら

にはバイオフィルム中で宿主菌体の繊維状化が促進されること（Lee et al., unpublished data）

が示された． 

 

10. 環境中における pCAR1 の接合伝達と宿主域 

IncP-7 群プラスミドは一般に狭宿主域であり，主に Pseudomonas 属細菌を宿主とすると

考えられていた（84）．しかし，環境試料（雑多な環境細菌を含む混合物）を受容菌群とし

て接合実験を行ったところ，CAR 存在下という選択圧下では Pseudomonas 属細菌が接合伝

達体として多く検出されたものの，非選択圧下では Stenotrophomonas 属細菌のみが接合伝達

体として検出された（105）．Pseudomonas 属以外の細菌が IncP-7 群プラスミドを保持する

ことは、この実験において初めて見いだされた事象である．これまでの実験室内環境での

接合実験では，P. putida KT2440(pCAR1)から Stenotrophomonas 属細菌への接合伝達は認め

られていないことから（106），自然環境中の何らかの物質が接合伝達を促進した可能性や，

他の細菌を経由して pCAR1 が水平伝播した可能性が考えられる．また，カルバゾール非存

在下で Pseudomonas 属細菌以外が主要な宿主であった事実から考えると，特別な選択圧が

かからない自然環境下では、必ずしも Pseudomonas 属細菌が IncP-7 群プラスミドの主要な

宿主ではない可能性が考えられる．すなわち，Pseudomonas 属細菌は人為的な培地での生育

の早さなどのバイアスによって，より頻繁に IncP-7 群プラスミドの宿主として検出された

もので，実際の自然環境中では IncP-7 群プラスミドはより広範な細菌に保持されていると

推測されている（105）． 

また，我々は pCAR1 のモデル環境中での振る舞いを調べるために，実際の土壌や環境水

を模したモデル環境試料にカルバゾールを添加後，pCAR1 を保持する P. putida と 15 株の

pCAR1 非保持菌株を接種し，カルバゾール残存量変化，菌体数変化，接合伝達のモニタリ

ングを行った（107）．その結果，接合伝達体はモデル水環境中から検出されたが，モデル

土壌中からは検出されなかったことから，pCAR1 は水環境中で伝達し易いことが示唆され

た．モデル水環境の成分分析の結果，接合伝達体が出現した河川水や湖沼水と比較して，

接合伝達体が出現しなかった対照区（リン酸系バッファー）では Cl－, SO4
2－, Ca2＋, Mg2+, Fe2

＋が検出されなかった．そこで，リン酸バッファーにこれらのイオンを添加し接合実験を行

ったところ，Ca2＋ もしくは Mg2+ を添加した際に接合伝達体が出現した．添加するイオン

の濃度を 1/10 に減少させても接合伝達体が検出されたことから，少なくとも 39.9 Mの Ca2

＋もしくは 37 M の Mg2+が存在すれば，pCAR1 が接合伝達することが示された（107）．対

照的に，スラリー状のモデル土壌の上部に溜まった水層に存在するフミン酸が pCAR1 の接

合伝達を阻害する現象も観察されている．フミン酸は二価の陽イオンをキレートすること

が知られていることから，水層の Ca2+, Mg2+イオン濃度が pCAR1 の接合伝達には不十分で

あったことが上記の阻害効果の原因と思われる．また，接種する pCAR1 保持菌株を P. 

chlororaphis, P. fluorescens, P. resinovorans に変えて同様の実験を行ったところ，P. 
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chlororaphis を pCAR1 保持菌株として接種したサンプルのみ接合伝達体が出現した．興味

深いことに、出現した接合伝達体は P. putida を pCAR1 保持菌株として接種したときと同

様，すべて P. resinovorans であった（107, 108）．各モデル環境試料中に接種した pCAR1 の

宿主とそれ以外の細菌 15 株には，供与菌・受容菌を一種類ずつ用いた接合実験では pCAR1 

が接合伝達可能な組み合わせが複数存在するにもかかわらず（102），試料から接合伝達体

を検出できたのは，そのうちの一部にとどまった．従って pCAR1 の宿主によっては陽イオ

ンの存在がその接合伝達に寄与しない可能性も考えられる．これらのことは，二価の陽イ

オンが環境中での pCAR1 の宿主域にも影響を与えている可能性を示唆している． 

 

11. 本研究の目的と内容 

 本研究では，プラスミドの接合伝達の成否を決める環境因子とその作用機構を明らかにするために，

pCAR1の接合伝達に関与する新規因子の探索を試みた． 

これまでプラスミドの宿主域は，限定された種類の細菌を用いた試験管レベルでの解析を元に議論

されてきた．しかし，環境中には未培養・難培養の菌が大量に存在し，人為的な培地で培養できる細

菌は全体の 1%にも満たないことが知られている．すなわち，以前の宿主域についての情報が実環境

での振る舞いを十分反映しているとは考え難い．そこで第2 章では，従来の寒天培地を用いた接合伝

達体の検出方法の他に，培養を介さない接合伝達体の検出方法を導入し，IncP-7群プラスミドの実環

境中における“真の”宿主域の解析を試みた． 

pCAR1 のモデル環境中での挙動解析の結果，pCAR1 の接合伝達には環境中にCa2+ もしくはMg2+ 

が存在する必要性があることが示された．そこで，第 3 章では，環境中のCa2+ とMg2+ の有無が他

のプラスミドの接合伝達にも影響を与えるか，また，Ca2+ とMg2+ の濃度がpCAR1 の接合伝達頻度

に与える影響を定量的に評価した． 

 第 4 章では，環境中のCa2+ とMg2+ の有無がpCAR1 の接合伝達に与える影響を網羅的に解析す

る為に，Pf0-1L(pCAR1::rfp) 株を供与菌，KT2440 株を受容菌として接合実験を行い，Ca2+ 及びMg2+ 

添加・非添加，供与菌及び受容菌単独・混合時における染色体とプラスミドのトランスクリプトーム

データを取得し，解析を行った． 

 pCAR1 上には 3 種類の核様体タンパク質（NAPs）がコードされている．他のプラスミドで、プ

ラスミド上にコードされるNAPs が接合伝達の制御に関わることが知られており，pCAR1もこれら3

種類のNAPs が接合伝達に関わる可能性が考えられる．そこで第5 章では，phu, pmr, pnd を単独，

あるいは複数破壊した際の接合伝達頻度や接合関連遺伝子の転写変動を調べた． 
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第 2 章  

IncP-7 群カルバゾール分解プラスミド pCAR1 の実環

境中における宿主域の解析  

 

2-1. 緒言  

 相手を限定しない様々な細菌との接合実験を行うために，湖沼水や土壌から

細菌画分を抽出し，環境細菌と供与菌との液体接合を行った．接合実験サンプ

ルとしては，①環境，②供与菌，③カルバゾール添加の有無，の 3 つの条件の

全ての組み合わせを作製した．供与菌を接種後，経時的に 3 種類の寒天培地に

塗布し，出現したコロニーの蛍光を目視で観察することで接合伝達体候補株検

出し，遺伝子解析を行った．また，接合伝達が起こりやすいように環境サンプ

ル中の細菌を濃縮した接合伝達実験も行った．  

 難培養性細菌も含めた実環境中の全ての細菌を対象として pCAR1 の宿主域

を解析することで，プラスミドの実環境中における振る舞いについて新たな知

見が得られることが期待される．そこで，環境細菌と供与菌との液体接合実験

後に回収した細菌画分を FACS にて測定し，ゲート内に検出された粒子の分取

を行った．分取した粒子を寒天培地に塗布し，生育したコロニーの遺伝子解析

を試みた．  

 なお，本章の内容は，修士課程から博士課程 1 年目までの研究内容であり，

その後，共同研究者である新谷政己現静岡大学准教授が中心となって研究を進

め，論文として発表された．  

 

“Single-Cell Analyses Revealed Transfer Ranges of IncP -1, IncP-7, and IncP-9 

Plasmids in a Soil Bacterial Community“  

Masaki Shintani, Kazuhiro Matsui, Jun-ichi Inoue, Akira Hosoyama, Shoko Ohji, 

Atsushi Yamazoe, Hideaki Nojiri,  Kazuhide Kimbara, Moriya Ohkuma 

Applied and Environmental Microbiology, Volume 80, Number 1, p. 138–145, 2014 
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2-2. 実験材料及び方法  

 

2-2-1. 使用した菌株，プラスミド，培地，及び培養条件  

 本章で培地に添加した抗生物質終濃度を Table 2-1 に，使用した菌株を Table 

2-2 に［SM1443(pCAR1::gfp)の作製は補章 1 参照］，用いた 3 種類の培地を Table 

2-3 に示した．寒天培地は 1/3LB medium と SAC medium では 1.6%（wt/vol）と

なるように微生物培養用精製寒天末（Nakarai Teque, Inc., Kyoto, Japan）を加え，

R2A medium は R2A Ager（Becton Dickinson）を用いた．各種 Pseudomonas 属細

菌はそれぞれが耐性を持つ抗生物質を加えた 1/3LB 培地にて 30℃で培養した．

接合伝達体候補株の培養にはその菌株が検出された培地を用いた．  

 

Table 2-1. 本章で使用した抗生物質  

抗生物質（略称）  終濃度  溶媒  

Cycloheximide（Ch）  1 mg/ml EtOH 

Gentamicin (Gm) 15 g/ml H2O 

Kanamycin (Km) 50 g/ml H2O 

Rifampicin (Rif)  25 g/ml MeOH 

 

 

2-2-2. 環境サンプルからの環境細菌の抽出  

 補章 2，3 に手順の詳細を記し，ここでは概要のみ記述する．水環境から環境

細菌を抽出するために，三四郎池（東京都文京区）の湖沼水を採取した．接合

実験に用いる前処理として，孔径 5 m と孔径 3 m の濾紙を用いて吸引ろ過し，

粗い粒子や原生動物を除去した．  

 土壌環境から環境細菌を抽出するために，東京大学圃場の黒ボク土を採取し，

土壌抽出液を作製した．接合実験に用いる前処理として，孔径 5 m と孔径 3 m

の濾紙を用いて吸引ろ過し，粗い粒子や原生動物を除去した．  

 抽出した環境細菌画分を 500 ml 容のガラス製容器に 100 ml 入れ， 30℃で静

置した．  

 

2-2-3. 環境細菌画分の濃縮  

 補章 4 に手順の詳細を記し，ここでは概要のみ記述する．抽出した環境細菌

画分を，孔径 0.2 m のメンブレンフィルター上に捕集し，滅菌環境水を用いて

捕集した細菌を再懸濁した．懸濁液を 2 ml 容チューブに 1 ml ずつ分注した．   
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2-2-4. 環境細菌画分中の菌体数測定及び供与菌の接種  

 補章 5 に手順の詳細を記し，ここでは概要のみ記述する．環境細菌画分中の

菌体数と供与菌の比を 10:1 にするために，環境細菌画分中の菌体数と供与菌の

菌体数を測定した．測定方法は，細菌を蛍光色素で染色し蛍光顕微鏡で観察さ

れる 1 視野当たりの菌体数からサンプル中の菌体数を計算する方法を用いた．  

 蛍光色素として，生細胞の 2 本鎖 DNA を選択的に染色する SYBR GreenⅠ

（ INVITROGEN）を用いた，SYBR GreenⅠは 2 本鎖 DNA に結合すると青色光

（488 nm）により励起し，緑色（ 522 nm）の蛍光を発する．染色した菌体を孔

径 0.22 m のメンブレンフィルターに捕集し，蛍光顕微鏡（対物レンズ 100 倍）

の 1 視野における菌体数を測定した．懸濁液 1 ml 当たりの生菌体数を下記の式

を用いて算出した．  

 

菌体数（ cells/ml）＝ 1 視野菌体数（対物レンズ 100 倍）×3645×希釈率  

 

 菌体数が環境細菌画分の 1/10 となるように希釈した供与菌を環境細菌画分

に接種し，30℃で 1 week 静置した．接合条件は，①環境細菌（湖沼水，土壌），

②供与菌［SM1443(pCAR1::gfp)，SM1443(pCAR1::rfp)，IAM1511L(pCAR1::rfp)，

CA10L(pCAR1::rfp)］，③CAR 添加（100 ppm）の有無，の 3 つの条件の全ての

組み合わせ（計 16 サンプル）を作製した．CAR は 0.01 g/ml DMSO 溶液として

1 ml 加えた．同時に，寒天培地上での菌体数測定も行った．環境細菌画分を適

宜希釈し，R2A，及び 1/3 寒天培地に塗布し，30℃で 1 week 培養後，CFU を測

定した．  

 次に，濃縮した環境細菌画分を用いた接合実験を行った．接合条件は上記の

①，②の 2 つの条件の組み合わせ（計 8 サンプル）を作製した．  

 

2-2-5. 接合伝達能の確認  

 補章 6 に手順の詳細を記し，ここでは概要のみ記述する．環境細菌画分への

供与菌の接種と平行して，接種した供与菌と，pCAR1 を接合伝達により受容で

きる既知の受容菌（P. putida  KT2440RG）との接合実験を行い，接種した供与

菌が他の菌株にプラスミドを接合伝達することを確認した．  

 

2-2-6. 接合伝達体の検出  

 供与菌を接種した環境細菌画分から経時的にサンプルを採取し，適宜希釈し

て 100 l を寒天培地に塗布した．本実験では R2A，1/3LB，SAC にそれぞれ Km

と Ch を加えた 3 種類の寒天培地を用いた．サンプルを塗布した寒天培地は 30℃
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で静置培養した．  

 濃縮した環境細菌画分に供与菌を接種したサンプルは，接種 1 週間後に上記

と同様に寒天培地に塗布した．  

 寒天培地上に生じたコロニーを，Clare Chemical Research 社製の Dark Reader 

DR45M Transilluminator（通称：ダークリーダー）を用いて観察した（補章 7 参

照）． pCAR1::rfp を保持する供与菌を接種したサンプルからは赤色蛍光を示す

コロニーを，pCAR1::gfp を保持する供与菌を接種したサンプルからは緑色蛍光

を示すコロニーを接合伝達体候補株（以後候補株と呼ぶ）として検出した．  

 

2-2-7. 接合伝達体であることの確認  

 本章で使用した PCR 用プライマーを Table 2-4 に示す．本研究で新たに設計

した lacI-F， lacI-R については，E. coli  DH1 と E. coli BL21(DE3)の LacI 遺伝子

の塩基配列から，Primer3 ver 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 

_www.cgi)を用いて設計し，Sigma genosis 社に委託して合成したものを用いた．

まず，候補株から total DNA を抽出した（補章 8 参照）．次に，得られた候補株

が供与菌ではないことの確認として，供与菌の染色体上に挿入した lacI を PCR

（補章 9 参照）により増幅し，アガロースゲル電気泳動（補章 10 参照）を行い

バンドの有無を確認した．次に，候補株が pCAR1 を保持していることの確認と

して，pCAR1 上の遺伝子である repA（プラスミドの複製に必要な遺伝子），carF

（CAR 代謝遺伝子）， traI（プラスミドの接合伝達に必要な遺伝子）， rfp（赤色

蛍光タンパク質をコードする遺伝子，pCAR1::rfp の確認のみに使用）を PCR（補

章 9 参照）により増幅し，アガロースゲル電気泳動を行いバンドの有無を確認

した．lacI の増幅が検出されず，repA，carF，traI，rfp の増幅が検出されれば，

その菌株は接合伝達体である．  

 PCR は抽出した total DNA を鋳型として，Table 2-4 に示す染色体上もしくは

pCAR1 上の領域を増幅するプライマーセットを用いて行った．昇温プログラム

は全て共通で，96℃（ 2 min），［96℃（20 sec），60℃（20 sec），72℃（ 30 sec） ]

×30 サイクル，72℃（ 7 min）である．補章 9 に PCR 反応の詳細を記した．  

 

2-2-8. 濃縮した細菌画分からの鉱物等の粒子の除去  

 環境サンプル中に含まれる鉱物等の自家蛍光を示す粒子は， FACS において

強い蛍光を示す粒子として検出されてしまう．そこで，histodenz を用いた遠心

（補章 11 参照）を行い，密度の違いを利用して，濃縮した環境細菌画分から細

菌以外の粒子を除去し（以後 histodenz 処理と呼ぶ），新たに環境細菌画分とし

た．これを試験管に移し，今後の実験に用いた．  
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Table 2-4. 本章で用いたプライマー  

名称  配列（ 5 ’  to 3 ’）  参考文献  

供与菌の染色体上の遺伝子の増幅  

lacI-F TGGTGGTGTCGATGGTAGAA This study 

lacI-R GCATTAATGAATCGGCCAAC This study 

pCAR1 保持の確認  

probe08-F TTGGGATTTACGGGACTGCT Shintani et al.,  2008b 

probe08-R TCGGATGCCTATCAACGATT Shintani et al.,  2008b 

carF-F GCAAAGGTAGCAATTATCGGGTCG Takahashi et al.,  2009b 

carF-R CGCCTTTCCTTTCGATGCTCCGCC Takahashi et al.,  2009b 

traI-F CGAAGAGCCGTCACAGTTTTT Shintani et al.,  2005a 

traI-R TTCCTGATGCTCACTCAGCG Shintani et al.,  2005a 

rfp-F2 GGAGGCCACAATACCGTAAA Shintani et al.,  2008a 

rfp-R2 CGTCCCTCGGTTCTTTCATA Shintani et al.,  2008a 

16S rRNA 遺伝子の増幅  

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Heuer et al., 1997 

1378R CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG Heuer et al., 1997 

 

 本研究で新たに設計した lacI-F，lacI-R については，E. coli  DH1 と E. coli BL21 

(DE3)の LacI 遺伝子の塩基配列から，Primer3 ver 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/  

cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi)を用いて設計し，Sigma genosis 社に委託して

合成したものを用いた．  

 

 

  



41 

 

2-2-9. Histodenz 混入による接合伝達への影響の調査  

 細菌画分中への histodenz の混入が接合伝達頻度に影響を与えるか調べるた

めに，histodenz を混入させた培地中で SM1443(pCAR1::rfp)と KT2440RG との液

体接合実験を行い，接合伝達頻度の変化を調べた．  

 SM1443(pCAR1::rfp)と KT2440RG をそれぞれ 1/3LB+Km，1/3LB+Gm+Rif 液体

培地で一晩培養後，それぞれの培養液 1 ml から菌体を 15,000 rpm，2 min で遠

心し，上清を捨てた．菌体を 1 ml の 1/3LB に再懸濁し遠心後上清を捨て洗浄し

た．集菌した菌体をそれぞれ① 1 ml の 1/3LB 液体培地，②0.13 g/ml histodenz 

1/3LB 溶液，③0.65 g/ml histodenz 1/3LB 溶液の 3 通りで再懸濁した．菌懸濁液

を適宜希釈し，SM1443(pCAR1::rfp)は 1/3LB+Km，KT2440RG は 1/3LB+Gm+Rif

寒天培地に塗布し， 30℃で静置培養した．生育したコロニーの数から供与菌と

受容菌の CFU を測定した．  

 また，histodenz の濃度が同じ供与菌懸濁液 200 l と受容菌懸濁液 200 l（上

記供与菌①と受容菌①，供与菌②と受容菌②，供与菌③と受容菌③）を 2 ml

容チューブ内で混合し， 30℃で一晩静置した．次に，菌懸濁液を適宜希釈後，

1/3LB+Km+Gm+Rif 寒天培地に塗布し， 30℃で静置培養した．生育したコロニ

ーの数から接合伝達体の CFU を測定した．  

 接合伝達体の CFU を供与菌の CFU で割った値を計算し，各量の histodenz 混

入時における接合伝達頻度を算出した．  

 

2-2-10. 濃縮環境細菌画分中の菌体数測定及び供与菌の接種  

 接合条件として，① histodenz 処理した濃縮環境細菌画分（湖沼水，土壌），

②供与菌［SM1443(pCAR1::gfp)，SM1443(pCAR1::rfp)，IAM1511L(pCAR1::rfp)，

CA10L(pCAR1::rfp)］，の 2 つの条件の組み合わせ（計 8 条件）を作製した．供

与菌接種後，30℃で 1 週間静置した．  

 

2-2-11. 接合伝達体の検出・分取系の構築  

 FACS により接合伝達体の検出及び分取を行った．FACS はシース液によりサ

ンプル液に圧力を加え，サンプル流の流径を小さくし，液滴を作製する．液滴

中の粒子や細胞にレーザーを照射し，それによって生じた前方散乱光（ forward 

scatter：粒子の大きさを反映），側方散乱光（ side scatter：粒子の内部構造を反

映），及び蛍光を検出することで，個々の粒子の物理・生物学的性質を測定する

装置である．  

 本研究ではハイスピードセルソーターMoFlo XDP（BECMAN COULTER）を

用いた．MoFlo XDP は 100 MHz でシグナルをサンプリングすることにより， 1
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秒間に 10 万個のデータ解析と 7 万個の分取が可能である．また，固体青色レー

ザー（488 nm，200 mW）や固体 UV レーザー（ 355 nm，100 mW）など 1 光路

最大 3 本までのレーザーと，最大 18 個の蛍光検出器を搭載することもできる． 

 本章では，蛍光タンパク質を発現する菌株と発現が抑制されている菌株（供

与菌）を FACS で測定することで，蛍光タンパク質を発現している細胞が検出

される領域（ゲート）を設定した．  

 実際の実験操作として，まず RFP 発現株 KT2440RG(pCAR1::rfp)，及び GFP

発現株 KT2440RG(pCAR1::gfp)をそれぞれ 1/3LB+Km+Gm+Rif 液体培地に，RFP

の発現が抑制されている菌株 SM1443(pCAR1::rfp)，及び GFP の発現が抑制され

ている菌株 SM1443(pCAR1::gfp)（供与菌）をそれぞれ 1/3LB+Km 液体培地に植

菌し，30℃で培養した．その後集菌し，CF buffer で再懸濁後適宜希釈した．こ

れらの菌懸濁液をそれぞれ FACS に供し，液中の細胞の前方散乱，側方散乱，

赤色蛍光，緑色蛍光を測定した．得られた個々の粒子のデータから，縦軸を前

方散乱，横軸を蛍光強度としたドットプロットを作製した．このドットプロッ

ト上にて，蛍光タンパク質を発現している細胞のみが検出されるゲートを設定

した．  

 

2-2-12. 接合伝達体の検出・分取  

 まず，供与菌を接種していない環境細菌画分と供与菌を接種した環境細菌画

分を測定し，供与菌接種によりゲートに検出される粒子の数が優位に増加する

ことを確認した．次に，供与菌を接種した環境細菌画分から，ゲート内に検出

された粒子を 2 ml 容チューブに分取した． 2 ml 容チューブには 1 ml の滅菌環

境水を予め分注しておいた．  

 分取には純度優先モードを使用した．このモードでは，目的の粒子が含まれ

る液滴の前後の液滴に目的外の粒子が含まれていると，その目的の粒子を分取

しない設定である．純度優先モードを使用することで，分取する粒子の 99%以

上が目的の粒子となる．  

 

2-2-13. 接合伝達体の解析の前処理  

 培養せずに 1 細胞の遺伝子解析を行うことはこの研究を開始した当初は困難

であったため，本章では以下の 2 通りの方法での解析を試みた．  

 

 Ⅰ．コロニー形成による解析  

 分取した粒子をそれぞれ Km（pCAR1 上に耐性遺伝子あり）と Ch（カビなど

の真核生物の生育を抑制するため）を添加した R2A，及び 1/3LB 寒天培地に塗
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布し，生育したコロニーの解析を試みた．  

 

 Ⅱ．マイクロコロニー形成による解析  

 マイクロマニピュレータは土壌圏科学研究室にお借りして実験を行わせて頂

いた．  

 分取した粒子を蛍光顕微鏡にて観察し，赤色蛍光もしくは緑色蛍光を示す細

菌をマイクロマニピュレータを用いて菌体捕集用の孔径 0.22 m ポリカーボネ

ート製黒色メンブレンフィルター（MILLIPORE）上に分取した．メンブレンフ

ィルターを Km と Ch を添加した R2A 寒天培地上に乗せ，30℃で静置培養した．  

 培養後，メンブレンフィルターを蛍光顕微鏡で観察し，赤色蛍光もしくは緑

色蛍光を示すコロニー，もしくはマイクロコロニーの解析を試みた．  

 

2-2-14. 接合伝達体の解析  

 一般に，細菌の分類は保存性の高い 16S rRNA の配列の類似性により決定す

ることができる．そこで本研究では，接合伝達体から抽出した total DNA（補章

8 参照）を鋳型として PCR により 16S rRNA 遺伝子を増幅した（補章 12 参照）．

増幅した DNA 断片のエタノール沈殿（補章 13 参照）後，制限酵素処理（補章

14 参照）を行い，アガロースゲル電気泳動による RFLP 解析を行った．制限酵

素は Sau3A1 （↓GATC）を用いた．  

 PCR は抽出した total DNA を鋳型として，Table 2-4 に示す 16S rRNA 遺伝子

を増幅するプライマーセットを用いて行った．昇温プログラムは，95℃（5 min），

［95℃（1 min），55℃（1 min），72℃（1.5 min）]×30 サイクル，72℃（7 min）

である．なお，補章 12 に手順の詳細を記し，ここでは概要のみ記述した．  
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2-3. 結果  

 

2-3-1. 環境細菌画分中の菌体数測定  

 SYBR Green I で染色した環境細菌画分を蛍光顕微鏡で観察した（ Fig. 2-1 に

一例を示す）．その結果，湖沼水サンプルでは約 105～106 cells/ml，土壌サンプ

ルでは 105～107 cells/ml の環境細菌が観察された．また，環境細菌画分を R2A，

及び 1/3 寒天培地に塗布した結果，湖沼水サンプルでは R2A 寒天培地上で 104

～105  CFU/ml，1/3LB 寒天培地上で 103～104  CFU/ml，土壌サンプルでは R2A

寒天培地上で 105～ 106  CFU/ml，1/3LB 寒天培地上で 105～106  CFU/ml の環境細

菌が生育した．  

 濃縮した環境細菌画分を蛍光顕微鏡で観察した結果，湖沼水サンプルでは約

107～109 cells/ml，土壌サンプルでは 107～109  cells/ml の環境細菌が観察された． 

 

2-3-2. 接合伝達能の確認  

 本実験で用いた全ての供与菌から接合伝達体が検出された．接合伝達頻度（接

合 伝 達 体 ／ 供 与 菌 ） は そ れ ぞ れ SM1443(pCAR1::gfp) で 10 -7 ～ 10 -5 ，

SM1443(pCAR1::rfp) で 10 -3 ～ 10 -2 ， CA10L(pCAR1::rfp) で 10 -8 ～ 10 -6 ，

IAM1511L(pCAR1::rfp)で 10 -8～10 -9 であった．また，得られた接合伝達体をダ

ークリーダーで観察したところ，蛍光を示すことが確認された．  

 

2-3-3. 接合伝達体候補株の検出  

 Table 2-5 に各試行において用いた環境サンプルと供与菌，及び蛍光を示すコ

ロニーの検出結果のまとめを示した．供与菌摂取後の環境細菌画分を塗布した

寒天培地をダークリーダーを用いて観察したところ，蛍光を示すコロニーが検

出された（Fig. 2-2 に一例を示す）．候補株が検出された Run 7 における各接合

条件から得られた候補株の数を Table 2-6 に示す．  
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Fig. 2-1. SYBR Green I で染色した環境細菌の蛍光顕微鏡による観察  

 生細胞の 2 本鎖 DNA を選択的に染色する SYBR Green I を用いて染色した環

境細菌を，蛍光顕微鏡（対物レンズ 100 倍）で観察した．SYBR Green I は 2 本

鎖 DNA に結合すると青色光（ 488 nm）により励起し，緑色（ 522 nm）の蛍光

を発する．  
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Table 2-5. 接合実験の試行と結果  

Run 

No. 

環境サンプル  供与菌  結果  

Run1 20080520 採取三四郎池  SM1443(pCAR1::rfp) 検出されず  

Run2 20090207 採取三四郎池  SM1443(pCAR1::gfp) 

SM1443(pCAR1::rfp) 

検出されず  

Run3 20090406 採取濃縮三四郎池  SM1443(pCAR1::gfp) 

SM1443(pCAR1::rfp) 

検出されず  

Run4 20090514 採取濃縮三四郎池  SM1443(pCAR1::gfp) 

SM1443(pCAR1::rfp) 

CA10L(pCAR1::rfp) 

IAM1511L(pCAR1::rfp) 

検出されず  

Run5 20090617 採取濃縮三四郎池  SM1443(pCAR1::gfp) 

SM1443(pCAR1::rfp) 

CA10L(pCAR1::rfp) 

IAM1511L(pCAR1::rfp) 

検出されず  

Run6 20090708 採取濃縮三四郎池  

20090708 採取濃縮黒ボク土  

SM1443(pCAR1::gfp) 

SM1443(pCAR1::rfp) 

検出されず  

Run7 20091020 採取濃縮三四郎池  

20091021 採取濃縮黒ボク土  

SM1443(pCAR1::gfp) 

SM1443(pCAR1::rfp) 

Table 2-6 

参照  

 

Run7 以外のサンプルからは蛍光を示すコロニーは検出されなかった．  

Run7 で検出されたコロニーの個数を Table 2-6 に示した．  
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Fig. 2-2. ダークリーダーを用いた接合伝達体の検出  

 ダークリーダーを用いて，供与菌接種後の環境細菌画分を塗布した寒天培地

を観察したところ，赤色蛍光を示すコロニー（図中緑丸）が検出された．  
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2-3-4. 接合伝達体であることの確認  

 Run 7 において蛍光を示したコロニーを，検出された寒天培地と同じ組成の

液体培地に 81 株植菌し，生育した 60 株から total DNA を抽出した．その 60 株

のうち， lacI， repA， carF， traI， rfp の全てのプライマーセットで増幅が確認

された菌株（供与菌）が 25 株，全てのプライマーセットで増幅が確認されなか

った菌株（供与菌でも接合伝達体でもないその他の細菌）が 35 株であった．

Table2-7 に結果のまとめを示した．  
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2-3-5. Histodenz 混入による接合伝達への影響の調査  

 各濃度の histudenz 溶液中での接合実験を行ったところ，Table 2-8 の結果が

得られた．Histodenz 濃度が 0.65 g/ml での接合伝達頻度は，より低濃度の

histodenz 混入時と比較して 1/10 程度に減少した．Histodenz 非混入時（ histodenz 

0 g/ml），及び histodenz 濃度 0.13 g/ml の接合伝達頻度を比較すると， 0.13 g/ml

の histodenz 混入による接合伝達頻度の減少は確認されなかった．  

 

Table 2-8. 各 histodenz 濃度における接合伝達頻度  

Histodenz 濃度（ g/ml） 接合伝達頻度（接合伝達体 /供与菌）  

0 3.1×10 -3±2.5×10 -4  

0.13 4.6×10 -3±9.0×10 -4  

0.65 4.3×10 -4±1.7×10 -5  

※接合伝達頻度はそれぞれ 3 連行った実験の平均と標準偏差を示した．  

 

2-3-6. 濃縮細菌画分中の菌体数測定  

 SYBR Green I で染色した濃縮環境細菌画分を蛍光顕微鏡で観察した．その結

果，湖沼水サンプルでは 106～109  cells/ml，土壌サンプルでは 106～ 107  cells/ml

の環境細菌が観察された（Table 2-9）．  

 

2-3-7. 接合伝達体の検出及び分取系の構築  

 本実験は Run 5 の分取を行った実験を例として記述した．それ以外のサンプ

ルについては結果のまとめを Table 2-9 に示した．  

GFP の発現が抑制されている菌株（ Fig. 2-3A）と GFP を発現する菌株（ Fig. 

2-3B）を FACS にて測定した．その結果，GFP の発現が抑制されている菌株に

比べ，GFP を発現する菌株ではドットプロットが右側（緑色蛍光が強い方向）

へシフトしていた．そこで，強い緑色蛍光を示す細胞が検出されるゲートを設

定した（Fig. 2-3A，B の黒枠内部）．同様に，RFP の発現が抑制されている菌株

（Fig. 2-3C）と RFP を発現する菌株（Fig. 2-3D）を FACS にて測定した．その

結果，RFP の発現が抑制されている菌株に比べ，RFP を発現する菌株ではドッ

トプロットが右側（赤色蛍光が強い方向）へシフトしていた．そこで，強い赤

色蛍光を示す細胞が検出されるゲートを設定した（ Fig. 2-3C，D 右の黒枠内部）． 

上記ゲートの設定は測定毎に行った．  
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Table 2-9. 各接合実験での候補株の分取数と生育したコロニー数  

 

 

ND は検出されなかった，もしくは環境中の粒子と分離できず分取しなかった

ことを表す．  

生育したコロニー数の括弧内の数字は寒天培地に塗布した粒子数を表す．  

―は寒天培地に候補株を塗布していないことを表す．  

 

 

 

  

R2A 1/3LB

SM1443(pCAR1::gfp ) 1.0×10
4

1 (4,000) 4 (4,000)

SM1443(pCAR1::rfp ) 1.0×10
4

1 (4,000) 1 (4,000)

SM1443(pCAR1::gfp ) ND ― ―

SM1443(pCAR1::rfp ) ND ― ―

CA10L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

IAM1511L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

SM1443(pCAR1::gfp ) 6,000 0 (2,400) 1 (2,400)

SM1443(pCAR1::rfp ) 10,000 0 (4,000) 1 (4,000)

CA10L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

IAM1511L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

SM1443(pCAR1::gfp ) 5,470 58 (2,735) 72 (2,735)

SM1443(pCAR1::rfp ) 1,500 108 (750) 108 (750)

SM1443(pCAR1::gfp ) 1.5×10
5 ＞300 (7.5×10

4
) ＞300 (7.5×10

4
)

SM1443(pCAR1::rfp ) 1.0×10
6 ＞300 (5.0×10

5
) ＞300 (5.0×10

5
)

SM1443(pCAR1::gfp ) 2,920 0 (1460) 0 (1460)

SM1443(pCAR1::rfp ) 301 0 (301) ―

CA10L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

IAM1511L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

SM1443(pCAR1::gfp ) ND ― ―

SM1443(pCAR1::rfp ) 74 0 (74) ―

CA10L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

IAM1511L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

SM1443(pCAR1::gfp ) 1,800 124 (720) 16 (720)

SM1443(pCAR1::rfp ) 2919 38 (1,168) 2 (1,168)

CA10L(pCAR1::rfp ) 3,012 ＞300 (1,506) 14 (1,506)

IAM1511L(pCAR1::rfp ) 2,527 191 (1,011) 12 (1,011)

SM1443(pCAR1::gfp ) ND ― ―

SM1443(pCAR1::rfp ) ND ― ―

CA10L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

IAM1511L(pCAR1::rfp ) ND ― ―

2.5×10
6

3.4×10
9

3.9×10
7

1.5×10
9

2.8×10
7

7.1×10
8

5.2×10
6

1.4×10
7

2.5×10
7

Run 5

20091116採取

黒ボク土

20091116採取

三四郎池

20091021採取

黒ボク土

20091020採取

三四郎池

Run 6

Run 1

Run 2
20090514採取

三四郎池

20090406採取

三四郎池

Run 4

Run 3

20090708採取

黒ボク土

20090708採取

三四郎池

20090617採取

三四郎池

生育したコロニー数
環境 菌体数 (cells/ml) 供与菌 分取数Run
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Fig. 2-3. FACS による蛍光タンパク質発現株と発現抑制株の測定  

 FACS にて測定したデータをドットプロットとして示した．縦軸は前方散乱

の対数を，横軸は蛍光強度の対数を表す．A は GFP の発現が抑制されている菌

株（供与菌），B は GFP を発現する菌株，C は赤色蛍光の発現が抑制されてい

る菌株（供与菌），D は赤色蛍光を発現する菌株である．また，図中の黒枠はこ

の日に使用したゲートである．  

  

AA CC

BB DD
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2-3-8. 接合伝達体の検出・分取  

 上記と同様に，本実験は Run 5 の分取を行った実験を例として記述した．そ

れ以外のサンプルについては結果のまとめを Table 2-9 に示した．供与菌を接種

していない湖沼水細菌画分（ Fig. 2-4，A が緑色蛍光を測定した図，C が赤色蛍

光を測定した図）と供与菌を接種した湖沼水細菌画分［ Fig. 2-4 ， B が

SM1443(pCAR1::gfp)を接種したサンプル，D が SM1443(pCAR1::rfp)を接種した

サンプル］を FACS にて測定したところ，供与菌接種前後で蛍光を示す粒子の

数が優位に増加した．そこで，供与菌を接種した環境細菌画分からゲートに検

出された粒子を分取した．また，環境サンプル中に強い蛍光を示す粒子が多く

存在しているために，接合伝達体との区別ができず，接合伝達体を分取するこ

とができなかったサンプルもあった（ Fig. 2-5 に Run 6 の例を示す．左は供与菌

接種前の湖沼水細菌画分の赤色蛍光を測定した図，右は供与菌接種後の湖沼水

細菌画分の赤色蛍光を測定した図）．  
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Fig. 2-4. FACS による供与菌接種前後の環境サンプルの測定．  

 A は供与菌を接種していない湖沼水細菌画分の緑色蛍光を測定した図，B は

供与菌を接種していない湖沼水細菌画分の赤色蛍光を測定した図，C は供与菌

を接種した湖沼水細菌画分の緑色蛍光を測定した図，D は供与菌を接種した湖

沼水細菌画分の赤色蛍光を測定した図．  

 

 

 

 

 

AA CC

BB DD
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Fig. 2-5. 接合伝達体を分取することができなかったサンプルの例  

 左は Run 6 における供与菌接種前の湖沼水細菌画分の赤色蛍光を測定した図，

右は Run 6 供与菌接種後の湖沼水細菌画分の赤色蛍光を測定した図．  
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2-3-9. FACS にて分取した接合伝達体候補株のプレート塗布による確認  

 Run1～Run6 で分取した粒子をそれぞれ Km と Ch を添加した R2A，及び 1/3LB

寒天培地に塗布したところ，多数のコロニーが得られた（Table 2-9）．Run 1 と

Run 3 で得られたコロニーは全てその他の細菌であり，Run 6 については未解析

なため，ここでは Run 4 の結果を示す．  

 供与菌に SM1443(pCAR::rfp)を用いた接合実験では，湖沼水サンプルを塗布

した R2A，1/3LB 培地からそれぞれ 8 コロニー（No. 1～16 と番号を振った），

土壌サンプルを塗布した R2A，1/3LB 培地からそれぞれ 8 コロニー（No. 17～

32 と番号を振った）の計 32 株をランダムに選抜し，液体培地に植菌したとこ

ろ，計 25 コロニーが生育した．これらの total DNA を抽出し（補章 8 参照），

lacI， repA， carF， traI， rfp 遺伝子の有無を PCR により確認した． Fig. 2-6 に

repA と lacI，Fig. 2-7 に carF と traI，Fig. 2-8 に rfp 遺伝子の増幅断片のアガロ

ースゲル電気泳動の写真を，Table 2-10 に結果のまとめを示す．この結果から，

25 株中 12 株が供与菌， 13 株が接合伝達体であることが確認された．単離源と

培地の内訳として，湖沼水サンプルを塗布した R2A 培地からは供与菌が 2 株，

接合伝達体が 3 株，1/3LB 培地からは供与菌が 4 株，接合伝達体が 1 株得られ，

土壌サンプルを塗布した R2A 培地からは供与菌が 2 株，接合伝達体が 5 株，

1/3LB 培地からは供与菌が 4 株，接合伝達体が 4 株得られた．また，RFLP 解析

の結果から，得られた接合伝達体 13 株全てが P. putida と異なるバンドパター

ンを示し，パターンは計 4 種類であった（Fig. 2-9）．このことは，得られた接

合伝達体が P. putida 以外の細菌である可能性を示唆している．そこで 16S rRNA 

の塩基配列を解読したところ，Bacteroidetes の Flectobacillus 属細菌，Flexibacter 属細

菌，α-Proteobacteria の Brevundimonas 属細菌，β-Proteobacteria の Delftia 属細菌，

Cupriavidus 属細菌と高い相同性を示した（Fig. 2-9）．  

 同様に， SM1443(pCAR::gfp)を供与菌とした際に得られた候補株を確認した

ところ，32 株中 26 株が成育し，供与菌が 2 株，その他の細菌が 5 株，接合伝

達体が 19 株であった（Fig. 2-11 に repA と lacI 遺伝子の増幅断片のアガロース

ゲル電気泳動の写真を示す）．RFLP 解析の結果から，これら 19 株は全て P. putida

と同様のバンドパターンを示したため（ Fig. 2-12），P. putida もしくは極めて類

縁な細菌であることが予想された．  
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Fig. 2-6. Run 4 で得られた候補株の repA 遺伝子と lacI 遺伝子の確認 1 

 各アガロースゲル電気泳動写真の上が repA 遺伝子の増幅断片（ 896 bp），下

が lacI 遺伝子の増幅断片（ 762 bp）のアガロースゲル電気泳動結果．M5，M6

はそれぞれ分子量マーカーを表し，PC は SM1443(pCAR1::rfp)，NC は KT2440RG，

BLK は鋳型となる DNA を入れずに PCR を行ったサンプルを表す．各番号は Fig. 

2-7～2-9，及び Table 2-10 の番号と対応しており，同じ番号は同じ菌株を示す．  

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 19 20 22M5 M6PC NC BLK

repA (896 bp)

lacI (762 bp)

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 19 20 22M5 M6PC NC BLK

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 19 20 22M5 M6PC NC BLK1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 19 20 22M5 M6PC NC BLK

repA (896 bp)

lacI (762 bp)

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 19 20 22M5 M6PC NC BLK1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 19 20 22M5 M6PC NC BLK

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK

repA (896 bp)

lacI (762 bp)

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK

repA (896 bp)

lacI (762 bp)
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Fig. 2-7. Run 4 で得られた候補株の carF 遺伝子と traI 遺伝子  

 各アガロースゲル電気泳動写真の上が carF 遺伝子の増幅断片（ 566 bp），下

が traI 遺伝子の増幅断片（ 1487 bp）のアガロースゲル電気泳動結果．M5，M6

はそれぞれ分子量マーカーを表し，PC は SM1443(pCAR1::rfp)，NC は KT2440RG，

BLK は鋳型となる DNA を入れずに PCR を行ったサンプルを表す．各番号は Fig. 

2-6，2-8，2-9，及び Table 2-10 の番号と対応しており，同じ番号は同じ菌株を

示す．  

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 2019 PC NC BLK M5M5

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 2019 PC NC BLK M5M5

carF (566 bp)

traI (1487 bp)

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 2019 PC NC BLK M5M5 1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 2019 PC NC BLK M5M5

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 2019 PC NC BLK M5M5 1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 2019 PC NC BLK M5M5

carF (566 bp)

traI (1487 bp)

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5

carF (566 bp)

traI (1487 bp)

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5

carF (566 bp)

traI (1487 bp)
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Fig. 2-8. Run 4 で得られた候補株の rfp 遺伝子  

 rfp 遺伝子の増幅断片（ 545 bp）のアガロースゲル電気泳動結果．M5，M6 は

それぞれ分子量マーカーを表し，PC は SM1443(pCAR1::rfp)，NC は KT2440RG，

BLK は鋳型となる DNA を入れずに PCR を行ったサンプルを表す．各番号は Fig. 

2-6，2-7，2-9，及び Table 2-10 の番号と対応しており，同じ番号は同じ菌株を

示す．  

  

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 PC NC BLK M5M5

2019 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5

rfp (545 bp)

rfp (545 bp)

1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 PC NC BLK M5M5 1 2 4 7 8 9 10 11 12 13 17 18 PC NC BLK M5M5

2019 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5 2019 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PC NC BLK M5M5

rfp (545 bp)

rfp (545 bp)
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Table 2-10. Run 4 の遺伝子確認のまとめ  

環境  単離した培地  サンプル No. 
増幅した遺伝子  

lacI repA carF traI rfp 

湖沼水  

R2A 

1 －  ＋  －  ＋  ＋  

2 －  ＋  －  ＋  －  

4 ＋  ＋＋  ＋  ＋＋  ＋  

7 －  ＋  －  ＋  ＋  

8 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

1/3LB 

9 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

10 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

11 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

12 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

13 －  ＋  －  ＋  －  

土壌  

R2A 

17 －  ＋  ＋  ＋  ＋  

18 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

19 －  ＋  ＋  ＋  －  

20 ＋  ＋＋  ＋  ＋  ＋  

22 －  ＋  －  ＋  ＋  

23 －  ＋  －  ＋  －  

24 －  ＋  －  ＋  －  

1/3LB 

25 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

26 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

27 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

28 ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  ＋＋  

29 －  ＋＋  －  ＋＋  ＋＋  

30 －  ＋  －  ＋  ＋  

31 －  ＋  －  ＋  ＋  

32 －  ＋  －  ＋  ＋  

 

 菌株の番号は Fig. 2-6～2-9 の番号と対応しており，同じ番号は同じ菌株を示

す．  

＋＋はアガロースゲル電気泳動の結果ポジティブコントロールと同程度の増幅

が認められた菌株，＋はバンドが認められたもののポジティブコントロールよ

りはバンドが薄い菌株，－はバンドが認められなかった菌株．  
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Fig. 2-9. Run 4 で得られた候補株の 16S rRNA 遺伝子の RFLP 解析 1 

 16S rRNA 遺伝子内の 1352 bp を PCR により増幅し，増幅断片を Sau3AⅠで

切断した．M5 は分子量マーカーを表し，R2A と 1/3LB は単離した培地，湖沼

水と土壌は採取した環境を表す．また，各番号は Fig. 2-6～2-9，及び Table 2-10

の番号と対応しており，同じ番号は同じ菌株を示す．  

 

 

 



63 

 

 

 

 

Fig. 2-10. Run 4 で得られた候補株の repA 遺伝子と lacI 遺伝子の確認 2 

 各アガロースゲル電気泳動写真の上が repA 遺伝子の増幅断片（ 896 bp），下

が lacI 遺伝子の増幅断片（ 762 bp）のアガロースゲル電気泳動結果．M5，M6

はそれぞれ分子量マーカーを表し，PC は SM1443(pCAR1::rfp)，NC は KT2440RG，

BLK は鋳型となる DNA を入れずに PCR を行ったサンプルを表す．各番号は Fig. 

2-11 の番号と対応しており，同じ番号は同じ菌株を示す．  

 

repA (896 bp)

lacI (762 bp)

2 4 7 9 10 11 12 13 15 16 17 19 20 21 M6PC NC BLKM5 3

2 4 7 9 10 11 12 13 15 16 17 19 20 21 M6PC NC BLKM5 3

repA (896 bp)

lacI (762 bp)

2 4 7 9 10 11 12 13 15 16 17 19 20 21 M6PC NC BLKM5 32 4 7 9 10 11 12 13 15 16 17 19 20 21 M6PC NC BLKM5 3

2 4 7 9 10 11 12 13 15 16 17 19 20 21 M6PC NC BLKM5 32 4 7 9 10 11 12 13 15 16 17 19 20 21 M6PC NC BLKM5 3

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK

repA (896 bp)

lacI (762 bp)

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK

repA (896 bp)

lacI (762 bp)

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32M5 M6PC NC BLK
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Fig. 2-11. Run 4 で得られた候補株の 16S rRNA 遺伝子の RFLP 解析 2 

 16S rRNA 遺伝子内の 1352 bp を PCR により増幅し，増幅断片を Sau3AⅠで

切断した．M5 は分子量マーカーを表し，R2A と 1/3LB は単離した培地，湖沼

水と土壌は採取した環境を表す．また，各番号は Fig. 2-10 の番号と対応してお

り，同じ番号は同じ菌株を示す．  

  

M5 2 3 4 7 9 10 11 12 13 15P
. 
p
u

ti
d
a

増幅断片長1352 bp

M5 2 3 4 7 9 10 11 12 13 15P
. 
p
u

ti
d
a

増幅断片長1352 bp
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2-3-10. マイクロマニピュレータを用いた接合伝達体の確認  

 湖沼水細菌画分と供与菌 SM1443(pCAR1::gfp)との接合実験からゲート内に

得られた 360 粒子を 200 l の滅菌環境水に分取し，蛍光顕微鏡で観察したとこ

ろ，緑色蛍光を示す細菌が確認された．マイクロマニピュレータ（補章 15 参照）

を用いてこの細菌の分取を試みたところ， 2 細菌の分取ができたように思われ

た．分取した細菌をメンブレンフィルター上に滴下し，Km と Ch を添加した

R2A 寒天培地上にフィルターを置き， 30℃で培養した．3 日後にフィルターを

観察したところコロニーは確認できず，また，蛍光顕微鏡にて観察したところ

蛍光を示す細菌は確認できなかった．  

 今回マニピュレーションに用いたサンプルは液滴の高さ（ z 軸方向）が大き

く，細胞とガラスキャピラリーの先端とのピントをうまく合わせることができ

なかった．溶液の表面張力を小さくすれば液滴の高さが小さくなると考えたた

め，溶液にシリカビーズを加えてみた．すると液滴の高さは低くなり，細胞と

ガラスキャピラリーの先端とのピントを合わせることができるようになった．

しかし，シリカビーズが大きく，マニピュレーションの邪魔をしてしまった．

そこで，①粒径の小さな砂を混ぜる，②細胞を破壊しない界面活性剤を添加す

る，の 2 通りの方法で表面張力を減少させられないか検討する予定である．ま

た，手作業で作製したガラスシリンジの孔径が大きすぎた（ 20～40 m）ため，

目的の細胞のみを分取することが難しかった．マイクロマニピュレータの操作

には技術が必要なため，今後はマニピュレーションやガラスキャピラリー作製

の練習を行いたいと考えている．   
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 2-4. 考察 

 本実験で用いた供与菌から受容菌への pCAR1 の接合伝達頻度（接合伝達体／供与菌）は

そ れ ぞ れ SM1443(pCAR1::gfp) ： 10-7 ～ 10-5 ， SM1443(pCAR1::rfp) ： 10-3 ～ 10-2 ，

CA10L(pCAR1::rfp)：10-8～10-6，IAM1511L(pCAR1::rfp)：10-8～10-9であった．また，過去に

行われたフィルター接合を用いた接合実験では，P. putida KT2440RG を受容菌とした際の接

合伝達頻度が KT2440(pCAR1)：10-3～10-1，CA10(pCAR1)：10-5～10-3，IAM1511(pCAR2)：

10-7～10-5であった（Shintani et al., 2005a）．pCAR2 は，pCAR1 の transposase 遺伝子内部に 1

塩基の置換が起きたプラスミドであるが，置換された塩基はコドンの 3 塩基目であり，ア

ミノ酸残基は変化せず，機能的には全く同一のプラスミドである（Takahashi et al., 2009a）．

本実験と過去のフィルター接合による実験結果を比較すると，接合伝達頻度に違いが見ら

れるが，接合伝達頻度は P. chlororaphis＜P. resinovorans＜P. putida の順で大きくなるという

傾向は同じであった．本実験と過去の実験との間で接合伝達頻度に違いが見られた理由は，

主に接合方法の違いによるものであると考えられる．本実験から，用いた全ての供与菌が

接合伝達によりプラスミドを受容菌へと伝達することが確認された． 

 本実験の参考とした Gelder らの研究では，プラスミド供与菌を接種していないサンプル

からは赤色蛍光を示すコロニーは検出されなかった．また，供与菌を接種したサンプルか

らは供与菌のコロニーと比較して赤色蛍光を示すコロニーが容易に検出でき，それら全て

が接合伝達体であったと報告されている（Gelder et al., 2005）．しかし，本研究で得られた赤

色蛍光を示すコロニーの中には接合伝達体以外の細菌が含まれていた．例えば Fig. 2-2 で赤

色蛍光を示している 7 つのコロニーはいずれも，供与菌ではなく，プラスミドも持たない

その他の細菌であった．本検出系は蛍光を目視で確認するため，このような自家蛍光を示

すその他の細菌と接合伝達体とを区別することは難しい． 

 Gelder らの研究で用いたプラスミドは広宿主域 IncP-1βに属する pB10 であり，その接合

伝達頻度は E. coli，Pseudomonas sp.，Sinorhizobium meliloti の間で 0.1～0.9（接合伝達体／受

容菌）と非常に高頻度である（Dröge et al., 2000）．このことが，Gelder らの研究で多くの接

合伝達体が得られた主な理由であると考えられる．しかし，pCAR1 の接合伝達頻度が低い

[実験室内での理想的な系でも約 10-3（接合伝達体／供与菌）]ため，例え理想系と同程度の

頻度で接合伝達が起きても，サンプル中の細菌の割合は全体を 100 とすると，その他の細

菌：供与菌：接合伝達体 90：10：0.01 となる．したがって，サンプル中に接合伝達体は 1/10,000

しか存在しないことになり，多くの接合伝達体を解析するためには膨大な量の細菌を解析

しなくてはならない．しかし，プレート上での解析方法では，解析できる細菌の数に限度

があるため，より多くの細菌を短時間で解析できる手法が必要である．そこで，新たな接

合伝達体の検出・分取系の構築を行うこととした． 

 本実験系では多数の接合伝達体を得難いにも関わらず，特殊な検出装置を用いる必要の

ない簡便さや，これまでの実績（Shintani et al., 2008），得られた接合伝達体の扱い易さから，

依然有効な実験系であると言える．未だ解析の終了していない接合伝達体候補株も多く残
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っているので，さらに解析を進めることで新たな属種の接合伝達体が発見される可能性は

ある．また，本実験ではゲル化剤に寒天を用いたが，gellan gum（Janssen et al., 2002; Sá-Correia 

et al., 2002; Tamaki et al., 2005, 2009; Tsudome et al., 2009）を用いることで，アガロースゲル

では検出されなかった属種の細菌が検出させるかもしれない．さらに，温度や用いる環境

サンプルなどの接合条件を変えることで，新たな宿主の発見が期待される． 

 

難培養性細菌も含めた実環境中の全ての細菌を対象として pCAR1の宿主域を解析するた

めに，FACS を用いた接合伝達体の検出・分取系を構築した．次に，pCAR1 供与菌と環境細

菌画分との接合実験を行い，FACS を用いて接合伝達体の分取を試みた． 

 実環境サンプルを FACS に供するに当たって，環境サンプル中に含まれる鉱物等の自家蛍

光を示す粒子の除去を行った（Berry et al., 2003; Koch et al., 2001; Musovic et al., 2006; Unge et 

al., 1999; Williamson et al., 2007 の手法を一部改変）．Histodenz が接合伝達に影響を与えるか

どうかは不明であったため，histodenz を混入させた液体培地中で pCAR1 供与菌と既知の受

容菌との液体接合実験を行い，histodenz 非混入時と比較して接合伝達頻度が変化するか調

べた．その結果，histodenz 濃度が 0.13 g/ml の液体培地では histodenz 非混入時と比較して接

合伝達頻度は減少しなかった（Table 2-8）．この後に行う実環境サンプルの histodenz 処理で

は，処理後に 3 回の洗浄を行うことから，最終的な histodenz の混入は 0.13 g/ml 未満である

と考えられたため，本実験において histodenz の混入は接合伝達頻度に影響しないことが示

唆された．そこで，実環境サンプルの histodenz 処理を行うことにした．Histodenz 濃度が 0.65 

g/ml の液体培地ではより低濃度の場合と比較して接合伝達頻度の減少が見られた（Table 

2-8）．接合実験を行った液体培地を観察すると，histodenz 非混入時，及び histodenz 濃度が

0.13 g/ml の液体培地では菌体が沈殿していたが，histodenz 濃度が 0.65 g/ml の液体培地では

菌体の沈殿は見られなかった． 

 次に，サンプル中の接合伝達体を検出するゲートの設定を行った．蛍光タンパク質を発

現する菌株と蛍光タンパク質の発現が抑制されているプラスミド供与菌を FACS にて測定

し，得られた個々の粒子のデータから，縦軸を前方散乱，横軸を蛍光強度としたドットプ

ロットを作製した．このドットプロット上にて，蛍光タンパク質を発現している細胞のみ

が検出されるゲートの設定した．しかし，供与菌を接種していない環境細菌画分を FACS

に供したところ，Fig. 2-5 の様に強い蛍光を示す粒子が検出される例もあった．環境細菌画

分中には自家蛍光を示す細菌も存在すると考えられるが，本実験で設定したゲートでは，

自家蛍光を示す細菌と接合伝達体とを分離することはできない．このことから，今後 1 細

胞単位での解析を行うためには，自家蛍光を示す環境細菌と接合伝達体の分離が今後の課

題となる．解決策として，①pCAR1 上の塩基配列をプローブとした fluorescence in situ 

hybridization（FISH）により，複数の蛍光標識を利用して分離する，②pCAR1 上に 2 種類の

蛍光タンパク質遺伝子を挿入し，2 種類の蛍光をレポーターとして分離する，といった分離

方法が考えられる．①の FISH と FACS を併用する手法（FISH-FACS）は広く用いられてお
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り，FISH-FACS を用いることで pCAR1 を保持する細菌のみを分取することができると思わ

れる．しかし FISH を用いた場合，細菌を固定する必要があるため，得られた接合伝達体が

培養可能かどうか調べることができなくなってしまうという欠点がある．②の 2 種の蛍光

をレポーターとする方法は，2 種類の励起光と蛍光を用いることで自家蛍光を示す細菌の混

入は減少すると考えられるが，2 種類の蛍光タンパク質を発現し得る接合伝達体しか検出で

きず，また，生きた接合伝達体を分取するためには励起光として UV を用いることができな

いという欠点もある．しかし，生きた接合伝達体を高純度で分取できる可能性があるため，

今後この手法を検討する予定である． 

 分取した粒子を寒天培地に塗布し，生育したコロニーの解析を行う手法では，寒天培地

塗布後に生育したコロニーの数は塗布した粒子の 0～17.2%と再現性の悪い結果となった

（Table 2-9）．これは，Run 毎にゲート設定や環境細菌画分が異なることで，分取した粒子

内にその他の細菌や鉱物等が混入する割合も異なるためであると考えられる．また，Run 4

において 51 株中 14 株が供与菌，5 株がその他の細菌，32 株が接合伝達体であった（Table 

2-10）．分取した粒子が鉱物や難培養性細菌の場合，コロニーを形成しないことが供与菌の

混入の割合を大きくする要因の 1 つと考えられる．得られたコロニーの約 60%が接合伝達

体であったことから，本研究で構築した FACS を用いた実験系により接合伝達体を分取する

ことが可能であると示された． 

 本研究で得られた接合伝達体のうち，多くの菌株が carF 遺伝子を欠失していた（Table 

2-10）．これまでに，pCAR1 を保持した P. fluorescence を CAR 培養すると carF を含む領域

が欠失することが知られている（Takahashi et al., 2009b）．pCAR1 上には CAR 代謝の上流を

担う car，ant オペロンが存在し，これらの分解遺伝子群により CAR はカテコールにまで分

解される．しかし，pCAR1 上にはカテコール分解 cat 遺伝子群は存在せず，P. fluorescence

では CAR 分解によりカテコール分解遺伝子の転写が誘導されずカテコールが蓄積する

（110）．カテコールは原核生物や真核生物の幅広い生物種に毒性を示すことが報告されてい

ることから（111,112,113），pCAR1 を保持した P. fluorescence は生育が遅くなると考えられ

る．しかし，実際には pCAR1 上の ISPre1 同士の相同性組み換えにより，CAR 分解能の弱

くなった株や CAR 分解能を失った株が優先化してくるのである（110）．したがって，カテ

コール分解遺伝子を保持しない，もしくは CAR 分解によりカテコール分解遺伝子の転写が

誘導されない宿主では，相同性組み換えにより carF を欠失することが考えられる．このこ

とが今回 carF を含む領域が欠失した接合伝達体が多く得られた原因であるかもしれない． 

 本研究から，pCAR1 の新たな宿主の可能性が強く示唆された．今後得られた接合伝達体

の属種の決定を第一に行うとともに，本研究で構築した手法を用いてさらに多くの接合伝

達体を獲得し，pCAR1 の宿主域の解析を行う必要がある．また，1 細胞単位での解析を行

うためにはより確実に接合伝達体のみを分取する必要がある．今後実験系を改善し，90%以

上の確率で接合伝達体を分取できるようになれば，マルチウェルプレートの 1 つのウェル

に接合伝達体を 1 細胞ずつ分取し，1 細胞からの whole genome amplification による解析を行
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う有効性が増す．1 細胞からの whole genome amplification による DNA の増幅は，現在の技

術では目的外の細胞の混入を防げないため困難であり，少なくとも同じ細胞が 5 細胞必要

であるとの報告がある（114, 115, 116）．しかし，マルチウェルプレート内で接合伝達体が数

回分裂すれば解析が可能になるとも考えられる．また，得た接合伝達体が培養可能かどう

かを調べないのであれば，分取した接合伝達体の集団からクローンライブラリーを作製し，

培養を経ずに属種の決定ができると考えられる． 
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第 3 章 

Ca2+ と Mg2+ が pCAR1 の接合伝達に及ぼす影響の評価 

 

 

 

3-1. 諸言 

 本章では，環境中のCa2+ とMg2+ がプラスミドの接合伝達に与える影響を，プラスミドや供与菌

と受容菌の組み合わせを変えて接合伝達頻度として定量的に評価した． 
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3-2. 材料と方法 

 

3-2-1. 使用した菌株，プラスミド，培地，及び培養条件 

 本章で使用した抗生物資との略称と終濃度，溶媒を Table 3-1 に，菌株及びプラスミドを

Table 3-2 に示す．菌株の培養には LB 培地（10 g/l Bacto trypton, 5 g/l Yeast extract, 10 g/l NaCl, 

pH7.0）を用いて 30 ℃で培養した．5 ml の試験管を用いて培養する際は，300 rpm で振と

うした．平板培地には微生物培養用精製寒天末（Nakarai Tesqu, Inc., Tokyo, Japan ）を培地

に対して 1.6 %（w/v）となるように添加した．接合実験には CF buffer （2.2 g/l Na2HPO4, 0.8 

g/l KH2PO4, 3.0 g/l NH4NO3）を用いた．CF buffer 作製の際は Ca2+，Mg2+ を除去するために，

事前に使用する器具を milliQ 水でよく洗浄した．接合時に加えるミネラルは CaCl2, MgSO4 

それぞれ 400 mM のストックとして添加した． 

 

Table 3-1. 本章で使用した抗生物質 

抗生物質 略称 終濃度 溶媒 

Kanamycin Km 50 mg/ml H2O 

Gentamycin Gm 30 mg/ml H2O 

Rifampicin Rif 25 mg/ml MeOH 
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Table 3-2. 本章で使用した菌株とプラスミド 

菌株とプラスミド 関連する性質 参考文献 

Bacterial strains   

Pseudomons chlororaphis   

IAM1511RG Spontaneously Rifr, Gmr gene cassette 102 

IAM1511L(pCAR1::rfp) IAM1511 with lacIq, pCAR1::rfp 108 

Pseudomonas fluorecsens   

Pf0-1RG Spontaneously Rifr, Gmr gene cassette 102 

Pf0-1 L(pCAR1::rfp) Pf0-1 with lacIq, pCAR1::rfp 108 

Pseudomonas putida   

KT2440RG Spontaneously Rifr, Gmr gene cassette 102 

IAM1236RG Spontaneously Rifr, Gmr gene cassette 102 

SM1443(pB10::rfp) SM1443 (a derivative strain of KT2440) 

carrying pB10::rfp 

Shintani et al.,  

unpublished data 

SM1443(pCAR1::rfp) SM1443 (a derivative strain of KT2440) 

carrying pCAR1::rfp 

105 

SM1443(R388::rfp) SM1443 (a derivative strain of KT2440) 

carrying R388::rfp 

Shintani et al.,  

unpublished data 

Pseudomonas 

resinovorans 

  

CA10dm4RG Spontaneously Rifr, Gmr gene cassette 102 

CA10L(pCAR1::rfp) CA10dm4 with lacIq, pCAR1::rfp  

Plasmids   

pB10::rfp pB10 tagged with RFP Shintani et al.,  

unpublished data 

pCAR1::rfp pCAR1 tagged with RFP 105 

R388::rfp R388 tagged with RFP Shintani et al.,  

unpublished data 
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3-2-2. Ca2+, Mg2+ の有無が各種プラスミドの接合伝達頻度に与える影響の定量的評価 

1. グリセロールストックから供与菌［ SM1443(pCAR1::rfp), SM1443(pB10::rfp), 

SM1443(R388::rfp) ］を LB + Km 寒天培地に，受容菌（KT2440RG ）を LB + Rif + Gm 寒

天培地にストリークし，30 ℃で静置培養した． 

2. 供与菌を LB + Km 液体培地に，受容菌を LB + Rif + Gm 液体培地に植菌し，30 ℃で一

晩振盪培養した． 

3. 供与菌の培養液を 2 ml チューブに 2 ml ，受容菌の培養液を 2 本の 2 ml チューブに 2 ml 

ずつ分注した． 

4. 13,000 rpm ，室温，1 min 遠心した． 

5. デカンテーション，及び 200 l のピペットマンを用いて上清を捨て，1 ml の CF buffer に

再懸濁した． 

6. 4. と 5. の操作（洗菌）を 5 回行った． 

7. 新しい 2 ml チューブに CF buffer を 900 l 分注し，再懸濁液を 100 l 加え，10 倍希釈

し，OD600 を測定した． 

8. 受容菌を OD600 が 2.0 となるように LB ，CF buffer + Ca2+ （800 M）+ Mg2+ （800 M），

CF buffer の 3 種類の溶液で希釈した． 

9. 供与菌を OD600 が 0.2 となるように CF buffer で希釈した． 

10. 8. で調製した受容菌懸濁液 200 l と 9. で調製した供与菌懸濁液 200 l を新しい 2 ml

チューブ内で混合した（以下接合溶液）． 

11. 小さく切った Gas Permeable Adhesive Seals (Thermo SCIENTIFIC) で 2 ml チューブにフ

タをし（チューブのフタは閉めない），30 ℃で 3 hr 静置した． 

12. 接合溶液の 100 ～105 希釈溶液を作成し，LB + Km プレートに 103 ～105 希釈溶液を，

LB + Km + Rif + Gm プレートに 100 ～103 希釈溶液を 10 l ずつ 3 連で滴下した． 

13. 30 ℃で静置培養し，1 日後にLB + Km プレートに生育した供与菌のコロニー数を，2 日

後に LB + Km + Rif + Gm プレート上に生育した接合伝達体のコロニー数をカウントし，5 

連のデータのうち，最大・最少の値を除いた 3 連のデータから接合伝達頻度（接合伝達

体の CFU ／供与菌の CFU）を算出した． 

 

3-2-3. Ca2+, Mg2+ の濃度が pCAR1 の接合伝達頻度に与える影響の定量的評価 

1. グリセロールストックから供与菌を LB + Km 寒天培地に，受容菌を LB + Rif + Gm 寒天

培地にストリークし，30 ℃で 2 日間静置培養した． 

2. 供与菌を LB + Km 液体培地に，受容菌を LB + Rif + Gm 液体培地に植菌し，30 ℃で一

晩振盪培養した． 

3. 供与菌の培養液を 2 ml チューブに 2 ml ，受容菌の培養液を 2 本の 2 ml チューブに 2 ml 

ずつ分注した． 

4. 13,000 rpm ，室温，1 min 遠心した． 
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5. デカンテーション，及び 200 l のピペットマンを用いて上清を捨て，1 ml の CF buffer に

再懸濁した． 

6. 4. と 5. の操作（洗菌）を 5 回行った． 

7. 新しい 2 ml チューブに CF buffer を 900 l 分注し，再懸濁液を 100 l 加え，10 倍希釈

し，OD600 を測定した． 

8. 受容菌を OD600 が 2.0 となるように CF buffer で希釈した． 

9. 供与菌を OD600 が 0.2 となるように，Ca2+ と Mg2+ の濃度を適宜調整した CF buffer で

希釈した． 

10. 8. で調製した受容菌懸濁液 200 l と 9. で調製した供与菌懸濁液 200 l を新しい 2 ml

チューブ内で混合した（以下接合溶液）． 

11. 小さく切った Gas Permeable Adhesive Seals (Thermo SCIENTIFIC) で 2 ml チューブにフ

タをし（チューブのフタは閉めない），30 ℃で 24 hr 静置した． 

12. 接合溶液の 100 ～105 希釈溶液を作成し，LB + Km プレートに 103 ～105 希釈溶液を，

LB + Km + Rif + Gm プレートに 100 ～103 希釈溶液を 10 l ずつ 3 連で滴下した． 

13. 30 ℃で静置培養し，1 日後にLB + Km プレートに生育した供与菌のコロニー数を，2 日

後に LB + Km + Rif + Gm プレート上に生育した接合伝達体のコロニー数をカウントし，

接合伝達頻度（接合伝達体の CFU ／供与菌の CFU）を算出した． 
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3-3. 結果 

 

3-3-1. Ca2+, Mg2+ の有無が各種プラスミドの接合伝達頻度に与える影響の定量的評価 

 環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無が pCAR1 以外のプラスミドの接合伝達にも影響を与える

か調べるために，pCAR1，pB10，R388 の 3 種類の接合伝達性プラスミドを用いて接合実

験を行った．その結果，pCAR1 においては Ca2+ と Mg2+ をそれぞれ 400 M ずつ添加し

た培地と比較して，添加していない培地中では接合伝達頻度が 1.2×10-4 から<3.5×10-7 へ

と顕著に減少したのに対し， pB10，R388 においては，それぞれ 1.7×10-3 から<7.3×10-3 ，

6.3×10-5 から<1.4×10-4 と顕著な減少は見られなかった（Fig. 3-1）．このことから，pB10 と

R388 は環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無によって接合伝達頻度に影響を受けにくく，pCAR1 

は影響を受けやすいことが明らかになった． 

 

  

  

 

Fig. 3-1. Ca2+, Mg2+ の有無が各種プラスミドの接合伝達頻度に与える影響の定量的評価 

縦軸は接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）を，横軸は接合環境［（1/2LB, CF 

buffer + Ca2+ (400 M) + Mg2+ (400 M), CF buffer ］を示す．棒は 3 連の結果の相乗平均を表

し，点は各々の結果を表し，図中の数字は検出限界を表す． 

 

  



76 

 

3-3-3. Ca2+, Mg2+ の濃度が pCAR1 の接合伝達頻度に与える影響の定量的評価 

 本実験では，環境中の Ca2+, Mg2+ の濃度によって pCAR1 の接合伝達頻度にどのような変

化が見られるかを定量的に評価した．4 種類のゲノム既知の供与菌（P. putida KT2440 株の

派生株である P. putida SM1443 株，pCAR1 のオリジナルホストの派生株である P. 

resinovorans CA10L 株，P. fluorecsens Pf0-1L 株，P. chlororaphis IAM1511L 株）と 5 種類の

ゲノム既知の受容菌（P. putida KT2440RG 株，P. resinovorans CA10dm4RG 株，P. fluorecsens 

Pf0-1RG 株，P. chlororaphis IAM1511RG 株，P. putida IAM1236RG 株）を用い，Ca2+ と

Mg2+ の濃度をそれぞれ 0, 0.4, 4, 40, 400 M と変化させ，各濃度における接合伝達頻度を測

定した． 

P. putida SM1443 株を供与菌として用いた結果，P. putida KT2440RG 株，P. resinovorans 

CA10dm4RG 株，P. fluorecsens Pf0-1RG 株が受容菌の際は Ca2+ と Mg2+ の濃度上昇に伴い，

接合伝達頻度の増加が見られたが、P. chlororaphis IAM1511RG 株，P. putida IAM1236RG 株

が受容菌の際は接合伝達頻度が低く，Ca2+ と Mg2+ の濃度を変化させても接合伝達頻度に

大きな変化は見られなかった（Fig. 3-2）． 

P. resinovorans CA10L 株を供与菌として用いた結果，P. putida KT2440RG 株が受容菌の際

には Mg2+ が高濃度，P. resinovorans CA10dm4RG 株と P. fluorecsens Pf0-1RG 株が受容菌の

際は Ca2+ と Mg2+ 両方が高濃度のときに接合伝達体が検出されたが，それ以外の条件では

接合伝達頻度は検出限界以下であった（Fig. 3-3）． 

P. fluorecsens Pf0-1L 株を供与菌として用いた結果，P. putida KT2440RG 株が受容菌の際

には Mg2+ が高濃度，P. resinovorans CA10dm4RG 株が受容菌の際は Ca2+ と Mg2+ 両方が高

濃度のときに接合伝達体が検出されたが，それ以外の条件では接合伝達頻度は検出限界以

下であった（Fig. 3-4）． 

P. chlororaphis IAM1511L 株を供与菌として用いた結果，受容菌に因らず全体的に接合伝

達頻度が低く，Ca2+ と Mg2+ の濃度を変化させても接合伝達頻度に大きな変化は見られな

かった（Fig. 3-5）． 
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P. putida KT2440RG   P. resinovorans CA10dm4RG 

  

 

P. fluorecsens Pf0-1RG   P. putida IAM1236RG 

   

 

P. chlororaphis IAM1511RG 

 

 

 

Fig. 3-2. P. putida SM1443 株を供与菌とした際の各 Ca2+, Mg2+ 濃度における接合伝達頻度 

各グラフ上に用いた受容菌を示す．縦軸は接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）

を，横軸は接合環境［CF は CF buffer，C は Ca2+，M は Mg2+，数字は濃度 (M)］を示す．

棒は 3 連の結果の相乗平均を表し，点は各々の結果を表す． 

 

  



78 

 

P. putida KT2440RG   P. resinovorans CA10dm4RG 

  

 

P. fluorecsens Pf0-1RG   P. putida IAM1236RG 

  

 

P. chlororaphis IAM1511RG 

  

 

 

Fig. 3-3. P. resinovorans CA10L 株を供与菌とした際の各 Ca2+, Mg2+ 濃度における接合伝達

頻度 

各グラフ上に用いた受容菌を示す．縦軸は接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）

を，横軸は接合環境［CF は CF buffer，C は Ca2+，M は Mg2+，数字は濃度 (M)］を示す．

棒は 3 連の結果の相乗平均を表し，点は各々の結果を表す． 
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P. putida KT2440RG   P. resinovorans CA10dm4RG 

  

 

P. fluorecsens Pf0-1RG   P. putida IAM1236RG 

  

 

P. chlororaphis IAM1511RG 

  

 

 

Fig. 3-4. P. fluorecsens Pf0-1L 株を供与菌とした際の各 Ca2+, Mg2+ 濃度における接合伝達頻

度 

各グラフ上に用いた受容菌を示す．縦軸は接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）

を，横軸は接合環境［CF は CF buffer，C は Ca2+，M は Mg2+，数字は濃度 (M)］を示す．

棒は 3 連の結果の相乗平均を表し，点は各々の結果を表す． 
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P. putida KT2440RG   P. resinovorans CA10dm4RG 

  

 

P. fluorecsens Pf0-1RG   P. putida IAM1236RG 

  

 

P. chlororaphis IAM1511RG 

 

 

 

Fig. 3-5. P. chlororaphis IAM1511L 株を供与菌とした際の各 Ca2+, Mg2+ 濃度における接合

伝達頻度 

各グラフ上に用いた受容菌を示す．縦軸は接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）

を，横軸は接合環境［CF は CF buffer，C は Ca2+，M は Mg2+，数字は濃度 (M)］を示す．

棒は 3 連の結果の相乗平均を表し，点は各々の結果を表す． 
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3-4. 考察 

本章では，環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無が pCAR1 以外のプラスミドの接合伝達にも影

響を与えるか調べるために，pCAR1 （IncP-7, MOBH11, MPFF）とは異なる接合伝達機構（MOB，

MPF）をもつ pB10 （IncP-1β, MOBP11, MPFT），R388 （IncW, MOBF11, MPFT）の 3 種類の

接合伝達性プラスミドを用いて接合実験を行った．その結果，pCAR1 は環境中の Ca2+ と

Mg2+ の有無によって接合伝達頻度に影響を受けやすく，pB10 と R388 は影響を受けにく

いことが明らかになった．この現象が pCAR1 特異的なのか，または IncP7 群に共通する性

質なのかを調べるために，他の IncP-7 群の自己伝達性プラスミドを用いて同様の実験を試

みたが，pDK1 （98）は今回使用した P. putida KT2440 株には接合伝達しないことが知られ

ており，使用することができなかった．また，最初に IncP-7 群プラスミドと決定された

Rms148 （117）は Pseudomonas aeruginosa PAO1808 を宿主として保存されていたが，本菌

株が種々の抗生物質に対して高い耐性を保持していた事，Rms148 が多くの Pseudomonas 

属細菌がすでに耐性を有するストレプトマイシン耐性プラスミドであったことから，抗生

物質耐性能を指標とした本接合実験に用いることができなかった．そこで，トランスポゾ

ンを用いて蛍光タンパク質をコードする遺伝子を Rms148 に挿入することで，蛍光タンパ

ク質の発現を指標とした接合伝達体の検出方法を検討しているが，蛍光タンパク質遺伝子

を挿入した Rms148 の取得には未だ至っていない． 

 プラスミドの接合伝達では，まず，relaxase がプラスミド DNA の oriT 領域に結合し，

二本鎖 DNA に nic （切れ目）を入れ，二本鎖を開裂する．relaxase はプラスミドの接合伝

達に必須であるが，relaxase の活性には二価の陽イオンが必要であることが知られており，

in vitro において種々の二価の陽イオンを用いた活性測定が行われた（118, 119, 120, 121）．

Larkin らは，F プラスミドの relaxase である TraI のアミノ酸残基を置換し，in vitro にお

ける Mg2+ と Mn2+ の活性の比較や，in vivo におけるプラスミドの接合伝達頻度の比較を行

った（119）．それにより，in vivo において Mn2+ よりも Mg2+ の方が TraI の活性に重要で

あることが示された．また，Xia と Robertus は，IncI プラスミド pCU1 の relaxase である

MobA は，in vitro において Ca2+ や Mg2+ よりも Mn2+ の方が親和性が高いものの，活性に

おいては同等であると述べている（121）． 

このように，二価の陽イオンがタンパク質レベルで接合伝達に重要な役割を果たしてい

ることは知られているが，細胞外の環境中の二価の陽イオンの濃度，特に細胞内において

高濃度存在する Mg2+ （122）が relaxase の活性に影響を与えているとは考えにくい．また，

供与菌が同じでもプラスミドによって環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無が接合伝達頻度に与え

る影響がことなることから，細胞内ではなく，例えば接合橋の構造や受容菌の細胞膜との

親和性など，細胞外に原因があるのではないかと推察される． 

 ゲノム既知の 4 種類の供与菌と 5 種類の受容菌を用い，Ca2+ とMg2+ の濃度を変化させ，

各濃度における接合伝達頻度を測定した結果，多くの組み合わせで Ca2+ と Mg2+ の濃度依

存的な接合伝達頻度の上昇が観察された．一方で，P. chlororaphis を供与菌と受容菌のいず



82 

 

れかとして用いた場合，P. putida IAM1236RG 株を受容菌として用いた場合に，いずれも接

合伝達頻度が低く，Ca2+ と Mg2+ の影響が見られないことが明らかになった．このことか

ら，同一のプラスミドであっても，供与菌や受容菌によって，Ca2+ と Mg2+ の影響に違い

があることが示された． 

 本章の結果から，プラスミド，供与菌・受容菌の組み合わせによって，環境中の Ca2+ と

Mg2+ の濃度が接合伝達頻度に与える影響に違いがあることが示された．この原因を調べる

ために，環境変化が供与菌や受容菌に与える影響の転写レベル，タンパク質レベルでの解

析が必要であると考えられる． 
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第 4 章 

Ca2+ ，Mg2+ の有無により転写変動する遺伝子の探索 

 

 

 

4-1. 諸言 

 環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無によって pCAR1 の接合伝達頻度に違いが見られる原因と

して，プラスミド上の因子，供与菌の因子，受容菌の因子が考えられる．原因因子が遺伝

子である場合，環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無でその転写量に変化が見られる可能性がある．

そこで，第 3 章において Ca2+ と Mg2+ の濃度変化によって pCAR1 の接合伝達頻度に顕著

に違いが見られた供与菌と受容菌の組み合わせである Pf0-1L(pCAR1::rfp) 株を供与菌，

KT2440 株を受容菌として接合実験を行い，Ca2+ 及び Mg2+ 添加・非添加，供与菌及び受

容菌単独・混合時における染色体とプラスミドのトランスクリプトーム比較による原因遺

伝子の探索を行った． 
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4-2. 材料と方法 

 

4-2-1. 使用した菌株，プラスミド，培地，及び培養条件 

 本章で使用した抗生物資との略称と終濃度，溶媒を Table 4-1 に，菌株及びプラスミドを

Table 4-2 に示す．菌株の培養には LB 培地（10 g/l Bacto trypton, 5 g/l Yeast extract, 10 g/l NaCl, 

pH7.0）を用いて 30 ℃で培養した．5 ml の試験管を用いて培養する際は，300 rpm で振と

うした．平板培地には微生物培養用精製寒天末（Nakarai Tesqu, Inc., Tokyo, Japan ）を培地

に対して 1.6 %（w/v）となるように添加した．接合実験には CF buffer （2.2 g/l Na2HPO4, 0.8 

g/l KH2PO4, 3.0 g/l NH4NO3）を用いた．CF buffer 作製の際は Ca2+，Mg2+ を除去するために，

事前に使用する器具を milliQ 水でよく洗浄した．接合時に加えるミネラルは CaCl2, MgSO4 

それぞれ 400 mM のストックとして添加した． 

 

Table 4-1. 本章で使用した抗生物質 

抗生物質 略称 終濃度 溶媒 

Kanamycin Km 50 mg/ml H2O 

Gentamycin Gm 30 mg/ml H2O 

Rifampicin Rif 25 mg/ml MeOH 

 

Table 4-2. 本章で使用した菌株 

菌株 関連する性質 参考文献 

Pseudomonas fluorecsens   

Pf0-1RG Spontaneously Rifr, Gmr gene cassette Shintani et al., 

2005a 

Pf0-1 L(pCAR1::rfp) Pf0-1 with lacIq, pCAR1::rfp Shintani et al., 2010 

Pseudomonas putida   

KT2440RG Spontaneously Rifr, Gmr gene cassette Shintani et al., 

2005a 

SM1443(pCAR1::rfp) SM1443 (a derivative strain of KT2440) 

carrying pCAR1::rfp 

Shintani et al., 

2008a 

 

 

4-2-2. マイクロアレイに供するサンプルの作成および接合伝達頻度の評価 

1. グリセロールストックから供与菌［P. fluorecsens Pf0-1 L(pCAR1::rfp)］を LB + Km 寒天

培地に，受容菌（P. putida KT2440RG ）を LB + Rif + Gm 寒天培地にストリークし，30 ℃

で 2 日間静置培養した． 

2. 供与菌を LB + Km 液体培地に，受容菌を LB + Rif + Gm 液体培地に植菌し，30 ℃で一
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晩振盪培養した． 

3. 供与菌の培養液を 4 本の 2 ml チューブに 2 ml ，受容菌の培養液を 4 本の 2 ml チュー

ブに 2 ml ずつ分注した． 

4. 13,000 rpm ，室温，1 min 遠心した． 

5. デカンテーション，及び 200 l のピペットマンを用いて上清を捨て，1 ml の CF buffer に

再懸濁した． 

6. 4. と 5. の操作（洗菌）を 5 回行った． 

7. 新しい 2 ml チューブに CF buffer を 900 l 分注し，再懸濁液を 100 l 加え，10 倍希釈

し，OD600 を測定した． 

8. 供与菌と受容菌を OD600 が 2.0 となるように，Ca2+ と Mg2+ を 400 M ずつ添加した

CF buffer と添加していない CF buffer で希釈した． 

9. 8. でOD600 を調整した菌懸濁液を用いて以下のサンプルを各菌株のOD600 が 1.0 となる

ように 8 ml ずつ，計 6 通りのサンプルを作製し，50 ml チューブ内で混合した（以下接

合溶液）． 

Table 4-3. マイクロアレイ解析に供したサンプル 

I. 供与菌＋ 受容菌－ Ca2+ ，Mg2+ ＋ 

II. 供与菌＋ 受容菌－ Ca2+ ，Mg2+ － 

III. 供与菌－ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ ＋ 

IV. 供与菌－ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ － 

V. 供与菌＋ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ ＋ 

VI. 供与菌＋ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ － 

+ は添加，- は無添加を表す． 

 

10. 小さく切った Gas Permeable Adhesive Seals (Thermo SCIENTIFIC) で 50ml チューブにフ

タをし（チューブのフタは閉めない），30 ℃で 24 hr 静置した． 

11. 接合溶液を 200 l ずつ分注して残りを RNA 抽出に供した． 

12. 分注した接合溶液から 100 ～105 希釈溶液を作成し，LB + Km プレートに 103 ～105 希

釈溶液を，LB + Km + Rif + Gm プレートに 100 ～103 希釈溶液を 10 l ずつ 3 連で滴下

した． 

13. 30 ℃で静置培養し，1 日後にLB + Km プレートに生育した供与菌のコロニー数を，2 日

後に LB + Km + Rif + Gm プレート上に生育した接合伝達体のコロニー数をカウントし，

接合伝達頻度（接合伝達体の CFU ／供与菌の CFU）を算出した． 
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4-2-3. マイクロアレイのサンプル調整 

 

【RNA 抽出】 

RNAprotect BacteriaReagent （QIAGEN）と NucleoSpin® RNA II キット（MACHEREY-NAGEL ）

を使用し，添付のプロトコルを以下のように改変して行った． 

1. RNA を安定化させるために速やかにサンプルと等量の RNAprotect BacteriaReagent を混

合した． 

2. 室温で 10 min 静置した後，遠心（5,000 × g，10 min，RT）し，上清を捨てた． 

3. サンプルを lysozyme を 0.2 mg/ml 含んだ TE buffer 100 l に懸濁した．その際，50 ml チ

ューブの壁面に付着している菌体をチップで丁寧にこそぎ落とし，ピペッティングと

vortex ミキサーを用いて塊が残らないようによく懸濁した． 

4. 37 ℃で 10 min インキュベートした． 

5. RA1 buffer を 350 l，β-mercaptoethanol を 3.5 l 加え，軽く混合（vortex, 2 ~ 3 sec）した． 

6. QIA shredder カラムに全量アプライし，遠心（11,000 × g，1 min，RT）した． 

7. 溶出液に 99.5% EtOH を 250 l 加え，ピペッティングにより混合した． 

8. NucleoSpin RNA II カラムに全量（約 700 l）アプライし，遠心（11,000 × g，30 sec，RT）

した（吸着）． 

9. 溶出液を再び同じ NucleoSpin RNA II カラムに全量（約 700 l）アプライし，遠心（11,000 

× g，30 sec，RT）した（吸着 2）． 

10. カラムを 2 ml チューブに移し，RA3 buffer を 600 l アプライし，遠心（11,000 × g，

30 sec，RT）した（洗浄 1）． 

11. カラムを 2 ml チューブに移し，RA3 buffer を 250 l アプライし，遠心（11,000 × g，2 min，

RT）した（洗浄 2）． 

12. カラムを 1.5 ml チューブに移し，dH2O をカラムの中央に 60 l アプライし，1 min 静

置した後，遠心（11,000 × g，2 min，RT）した（溶出 1）． 

13. 溶出液を再びカラムの中央に全量アプライし，1 min 静置した後，遠心（11,000 × g，2 min，

RT）した（溶出 2）． 

14. 1 l を濃度測定に用い，残りを DNase I 処理に供した．濃度測定及び純度評価は，

Beckman 社の DU 800 Spectrophotometer で吸光度（A260, A280）を測定することで行った．

濃度計算は以下の式で行った． 

濃度（ng/l）= A260 × 40 （RNA の吸光係数） 

 

【DNase I 処理】 

RQ1 DNase （Promega）を用いて添付のプロトコルに従って以下のように行った． 

1. 以下の組成で RNA と DNase を混合し，37 ℃で 30 min 反応させた． 
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Total RNA （全量） 60 l 

10 × reaction buffer  8 l 

RQ1 DNase （Promega） （1 unit/l） 8 l 

dH2O  4 l 

計  80 l 

 

2. Stop solution を 5 l 加えて，65 ℃で 10 min 加熱し，反応を停止した． 

 

【RNA 精製】 

NucleoSpin® RNA Clean-up キット（MACHEREY-NAGEL ）を使用し，添付のプロトコルを

以下のように改変して行った． 

1. 85 l の RNA 粗抽出液に 15 l の dH2O を加え，100 l にした． 

2. 300 l RA1 buffer と 300 l 99.5% EtOH の premix を作成し，ピペッティングにより RNA 

粗抽出液と混合した． 

3. NucleoSpin RNA II カラムに全量（約 700 l）アプライし，遠心（8,000 × g，30 sec，RT）

した（吸着）． 

4. 溶出液を再び同じ NucleoSpin RNA II カラムに全量（約 700 l）アプライし，遠心（8,000 

× g，30 sec，RT）した（吸着 2）． 

10. カラムを 2 ml チューブに移し，RA3 buffer を 700 l アプライし，遠心（11,000 × g，

30 sec，RT）した（洗浄 1）． 

11. カラムを 2 ml チューブに移し，RA3 buffer を 350 l アプライし，遠心（11,000 × g，2 min，

RT）した（洗浄 2）． 

12. カラムを 1.5 ml チューブに移し，dH2O をカラムの中央に 40 l アプライし，1 min 静

置した後，遠心（11,000 × g，2 min，RT）した（溶出 1）． 

13. 溶出液を再びカラムの中央に全量アプライし，1 min 静置した後，遠心（11,000 × g，2 min，

RT）した（溶出 2）． 

14. 1 l を濃度測定に用い，残りを DNase I 処理に供した．濃度測定及び純度評価は，

Beckman 社の DU 800 Spectrophotometer で吸光度（A260, A280）を測定することで行った．

濃度計算は以下の式で行った． 

濃度（ng/l）= A260 × 40 （RNA の吸光係数） 

 

【cDNA 合成・RNA 加水分解】 

ランダムプライマーには Random Primer （3 g/l, Invitrogen）を 75 ng/l に希釈して用い，

逆転写酵素には SuperScriptTM II Reverse Transcriptase （Invitrogen）を用いて，以下の手順で

行った．また，1 サンプルにつき 3 連で行った． 

1. 精製した RNA とプライマーを PCR チューブ内で混合し，サーマルサイクラーを用いて
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以下のプログラムでアニールさせた． 

 

total RNA 12 g 
20 l 

RNase free H2O  

Random primer 

(Invitrogen) 

（75 ng/l ） 10 l 

計  30 l 

 

2. 反応液のチューブをタッピング，フラッシング後，以下の試薬を添加してサーマルサイ

クラーを用いて逆転写反応を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 反応液のチューブをタッピング，フラッ

シング後，全量を 1.5 ml チューブに移し，1N NaOH を 20 l 加えてヒートブロックを用

いて 65 ℃で 30 min 加熱し，RNA を加水分解した． 

4. 1N HCi を 20  l 加えて中和した． 

 

【cDNA 精製】 

QIAquick PCR Purification Kit （QIAGEN）を用いて添付のプロトコルに従った．ただし，標

準の PBI バッファーにはアレイの検出時のバックグラウンドを上げてしまう pH 指示薬が

添加されているため，pH 指示薬を含まない PB buffer を Qiagen 社から送付してもらった．

また，2 連分の cDNA を同じカラムにまとめて吸着させた． 

1. RNA 加水分解後のサンプルに PB buffer を 500 l （5 倍量）加え，ピペッティングによ

り混合した． 

2. QIAquick spin Column に全量アプライし，遠心（17,900 × g，1 min，RT）した（吸着 1）． 

3. 溶出液を再び同じ QIAquick spin Column に全量アプライし，遠心（17,900 × g，1 min，

RT）した（吸着 2）． 

4. カラムに PE buffer を 750 l アプライし，遠心（17,900 × g，1 min，RT）した（洗浄 1）． 

5. さらに遠心遠心（17,900 × g，1 min，RT）し，dry up した． 

6. カラムを1.5 ml チューブに移し，EB buffer をカラムの中央に 30 l アプライし，1 min 静

温度 時間 サイクル数 

70 ℃ 10:00 1 

25 ℃ 10:00 1 

4 ℃ hold 1 

温度 時間 サイクル数 

25 ℃ 10:00 1 

37 ℃ 60:00 1 

42 ℃ 60:00 1 

70 ℃ 10:00 1 

4 ℃ hold 1 

5 × First-Strand 

Buffer 

 12  l 

0.1 M DTT  6  l 

10 mM dNTP + dUTP  3  l 

RNaseOUT 40 unit/l 1.5 l 

SuperScriptTM II 200 unit/l 7.5 l 

計  60  l 
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置した後，遠心（17,900 × g，1 min，RT）した（溶出 1）． 

7. 溶出液を再びカラムの中央に全量アプライし，1 min 静置した後，遠心（17,900 × g，2 min，

RT）した（溶出 2）． 

8. 1 l を濃度測定に用い，残りを DNase I 処理に供した．濃度測定及び純度評価は，Beckman 

社の DU 800 Spectrophotometer で吸光度（A260, A280）を測定することで行った．濃度計算

は以下の式で行った． 

濃度（ng/l）= A260 × 33 （single-stranded cDNA の吸光係数） 

 

【断片化・ラベリング】 

1. 精製した cDNA と試薬を PCR チューブ内で混合し，サーマルサイクラーを用いて以下

のプログラムで反応させた． 

 

cDNA 5 g 
32.2 l 

RNase free H2O  

10 × buffer  4.8 l 

APE1  7.0 l 

UDG  4.0 l 

計  48  l 

 

2. 3 l を分取してアガロースゲル電気泳動に供し，断片化の度合いを確認した． 

3. 残り全量に以下の試薬を添加して，サーマルサイクラーを用いて以下のプログラムでラ

ベリング反応を行った． 

 

 

断片化 cDNA  45 l 

5 × buffer  12 l 

TdT  2 l 

Biotin ddUTP 5 mM 1 l 

計  60 l 

 

【ハイブリダイゼーション】 

GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit （Affimetrix）を用いて，以下の手順で行った． 

1. 以下の組成でラベリング後の cDNA と試薬を 1.5 ml チューブ内で混合し，hybridization 

cocktail を調整した．すぐにハイブリダイゼーションさせない場合には 6-8 時間なら 4 ℃，

数日なら-20 ℃，長期なら-80 ℃で保存した． 

 

温度 時間 サイクル数 

37 ℃ 60:00 1 

93 ℃ 2:00 1 

4 ℃ 10:00 1 

温度 時間 サイクル数 

37 ℃ 60:00 1 

70 ℃ 2:00 1 

4 ℃ 10:00 1 
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Labeled cDNA  60  l 

Control Oligonucleotide B2 3 nM 3.3 l 

5 × Hybridization mix  100  l 

DMSO 室温保存 14  l 

RNase free H2O  23.7 l 

計  60  l 

 

2. hybridization cocktail をタッピング，フラッシングし，99 ℃のヒートブロックで 5 min 加

熱した． 

3. 50 ℃（pCAR1 のチップの場合は 45 ℃）に移し，5 min 加熱した． 

4. 遠心（15,000 rpm，1 min，RT）した． 

5. 室温に戻したアレイチップに全量（200 l，pCAR1 のチップの場合は 130 l ）注入した． 

6. 50 ℃（pCAR1 のチップの場合は 45 ℃）のハイブリオーブンに入れ，60 rpm で回転さ

せながら，16 hr ハイブリダイゼーションさせた． 

 

【用いた DNA チップ】 

Affymetrix 社のカスタムタイリングアレイを，P. putida KT2440 株の染色体 DNA 配列と

pCAR1 の DNA 配列を基に同社の Custom Express Array Program によってそれぞれ設計し

用いた．染色体DNA の両鎖について25 mer のDNA プローブがKT2440 株で1,110,578 本，

Pf0-1 株で 1,175,336 本，11 塩基密度で敷き詰められている．pCAR1 のタイリングアレイ

については，pCAR1 の DNA の両鎖について 25 mer の DNA プローブが 43,750 本，9 塩

基密度で敷き詰められている．各プローブは perfect match (PM) と miss match (MM) で 1 組

となっており，PM と MM のシグナルに有意に差が認められるとき“cDNA がハイブリし

ている”として検出する． 

 

【検出後のデータ処理】 

Affymetrix 社の Tiling Analysis Software Ver1.1.02 を用いて行い，前後 2 本のプローブと合

わせた 3 本のプローブの中央値を，そのプローブのシグナル値とした（ソフトウェアの設

定で Bandwidth = 30 とした）．シグナル値が 1 のプローブ（1 はシグナル値の最小値でハイ

ブリが認められないことを示す）を除いた全プローブの中央値が 100 となるように標準化

した．また，データベースに登録されている最新のアノテーション情報を用い，各 ORF 内

領域に敷き詰められているセンス側プローブのシグナル値の中央値を計算し，その ORF の

転写量の代表値とした．なお，シグナル値が 64 未満のものは過去の例から再現性が低いこ

とが知られており（123, 124, 125），転写されていないとみなした． 
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4-3. 結果 

 

4-3-1. マイクロアレイに供したサンプルの接合伝達頻度の確認 

 マイクロアレイに供するサンプルの接合伝達頻度を測定し，Ca2+ と Mg2+ の有無で接合

伝達頻度に差があることを確認した．その結果，Ca2+ と Mg2+ を添加していないサンプル

では接合伝達頻度が検出限界以下（<4.6×10-8）であったのに対し，Ca2+ と Mg2+ を添加す

ることで，接合伝達頻度が 1.1×10-6 まで上昇した．このことから，このサンプルは Ca2+ と

Mg2+ の有無で接合伝達頻度に差がり，マイクロアレイ解析に用いることができると判断し

た． 

 

 

 

Fig. 4-1. マイクロアレイに供したサンプルの接合伝達頻度 

縦軸は接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）を，横軸は接合環境［CF buffer , 

CF buffer + Ca2+ (400 M) + Mg2+ (400 M)］を示す．図中の数字は検出限界を表す． 
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4-3-2. Ca2+ と Mg2+ の有無で転写変動する遺伝子の網羅的抽出 

Pf0-1L(pCAR1::rfp) 株を供与菌，KT2440 株を受容菌として接合実験を行い，Ca2+ 及び

Mg2+ 添加・非添加，供与菌及び受容菌単独・混合時における染色体とプラスミドのトラン

スクリプトームデータを取得した．以下にマイクロアレイ解析に供したサンプルと評価し

た転写変動をまとめた表を示す．各条件においてサンプル中に含まれる要素を赤文字で強

調した．なお，サンプル I の供与菌染色体上の結果は，シグナル強度が極端に低く，他の

サンプルと比較することができなかった． 

 

Table 4-3. マイクロアレイ解析に供したサンプル 

I. 供与菌＋ 受容菌－ Ca2+ ，Mg2+ ＋ 

II. 供与菌＋ 受容菌－ Ca2+ ，Mg2+ － 

III. 供与菌－ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ ＋ 

IV. 供与菌－ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ － 

V. 供与菌＋ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ ＋ 

VI. 供与菌＋ 受容菌＋ Ca2+ ，Mg2+ － 

+ は添加，- は無添加を表す． 

 

Table 4-4. トランスクリプトーム比較を行ったサンプルの組み合わせと評価する転写変動 

比較するサンプル 抽出する遺伝子 評価する転写変動 

I + II 供与菌染色体，プラスミド 
供与菌単独時に 

Ca2+ と Mg2+ が与える影響 

III + IV 受容菌染色体 
受容菌単独時に 

Ca2+ と Mg2+ が与える影響 

V + VI 
供与菌染色体，受容菌染色体，

プラスミド 

供与菌・受容菌混合時に 

Ca2+ と Mg2+ が与える影響 

I + V 供与菌染色体，プラスミド 
Ca2+ と Mg2+ 存在時に 

受容菌が与える影響 

II + VI 供与菌染色体，プラスミド 
Ca2+ と Mg2+ 非存在時に 

受容菌が与える影響 

III + V 受容菌染色体 
Ca2+ と Mg2+ 存在時に 

供与菌が与える影響 

IV + VI 受容菌染色体 
Ca2+ と Mg2+ 非存在時に 

供与菌が与える影響 
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【Ca2+ と Mg2+ が与える影響の解析】 

 

・供与菌単独時 

供与菌単独で，Ca2+ と Mg2+ を添加したサンプルと添加していないサンプルのトランスク

リプトームを比較した結果，pCAR1 上では，転写変動した遺伝子は抽出されなかった（Fig. 

4-2，Table 4-5）．また，供与菌染色体上の遺伝子については，シグナル強度が極端に低く，

他のサンプルと比較することができなかった（Fig. 4-7）． 

 

・受容菌単独時 

受容菌単独で，Ca2+ と Mg2+ を添加したサンプルと添加していないサンプルのトランスク

リプトームを比較した結果，受容菌染色体上では，全 5,530 個の遺伝子のうち，510 個の

遺伝子の転写量が増加し，20 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-3）． 

 

・供与菌・受容菌混合時 

供与菌と受容菌を混合し，Ca2+ と Mg2+ を添加したサンプルと添加していないサンプルの

トランスクリプトームを比較した結果，pCAR1 上では，全 198 個の遺伝子のうち，2 個の

遺伝子の転写量が増加し，転写量が減少した遺伝子は無かった（Fig. 4-2，Table 4-5）．供与

菌染色体上では，全 5,722 個の遺伝子のうち，25 個の遺伝子の転写量が増加し，36 個の

遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-7）．受容菌染色体上では，全 5,530 個の遺伝子のうち，

98 個の遺伝子の転写量が増加し，24 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-3）． 

 

【受容菌が与える影響の解析】 

 

・Ca2+ と Mg2+ 存在時 

Ca2+ と Mg2+ を添加し，供与菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルのト

ランスクリプトームを比較した結果，pCAR1 上では，全 198 個の遺伝子のうち，5 個の遺

伝子の転写量が増加し，19 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-2，Table 4-5）．また，供

与菌染色体上の遺伝子については，シグナル強度が極端に低く，他のサンプルと比較する

ことができなかった（Fig. 4-7）． 

 

・Ca2+ と Mg2+ 非存在時 

Ca2+ と Mg2+ を添加せず，供与菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルの

トランスクリプトームを比較した結果，pCAR1 上では，全 198 個の遺伝子のうち，2 個の

遺伝子の転写量が増加し，15 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-2，Table 4-5）．供与菌

染色体上では，全 5,722 個の遺伝子のうち，36 個の遺伝子の転写量が増加し，1,016 個の

遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-7）． 
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【供与菌が与える影響の解析】 

 

・Ca2+ と Mg2+ 存在時 

Ca2+ と Mg2+ を添加し，受容菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルのト

ランスクリプトームを比較した結果，受容菌染色体上では，全 5,530 個の遺伝子のうち，

150 個の遺伝子の転写量が増加し，370 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-5）． 

 

・Ca2+ と Mg2+ 非存在時 

Ca2+ と Mg2+ を添加せず，受容菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルの

トランスクリプトームを比較した結果，受容菌染色体上では，全 5,530 個の遺伝子のうち，

147 個の遺伝子の転写量が増加し，116 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-5）． 

 

4-4. 考察 

 本章では，環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無が pCAR1 の接合伝達に与える影響を網羅的に

解析した．第 3 章において，Ca2+ と Mg2+ の有無で接合伝達頻度に顕著な差がみられた供

与菌と受容菌の組み合わせ［Pf0-1L(pCAR1::rfp) 株を供与菌，KT2440 株を受容菌］を用い

て接合実験を行った．Ca2+ と Mg2+ の有無で pCAR1 の接合伝達頻度に顕著な差が見られる

原因がプラスミド，供与菌，受容菌のいずれかが不明であり，また，この現象が供与菌，

受容菌単独でも生じるか不明であるため，Ca2+ 及び Mg2+ 添加・非添加，供与菌及び受容

菌単独，混合時における染色体とプラスミドのトランスクリプトームデータを取得した． 

 まず，マイクロアレイに供するサンプルが Ca2+ と Mg2+ の有無で接合伝達頻度に差があ

り，マイクロアレイ解析に用いることができることを確認した．次に，高密度タイリング

アレイを用いてトランスクリプトームデータの取得を試みたが，供与菌単独で Ca2+ と Mg2+ 

を添加したサンプルにおいて，供与菌染色体上のデータを取得することができなかった（後

述）． 

 

【pCAR1 上の遺伝子の転写変動】 

 供与菌単独では Ca2+ と Mg2+ の有無で転写変動した遺伝子は抽出されなかったが，受容

菌存在時に Ca2+ と Mg2+ を添加することで，ORF145a および ORF145 の 2 つの遺伝子の

転写量が 3 倍以上増加した（Table 4-5）．ORF145a，ORF145，ORF146 はオペロンを形成し

ており，異なる 6 種の宿主において転写量が異なることが知られている（125）．ORF145a は

機能未知のタンパク質をコードしており，詳細な機能は明らかにされていない．ORF145，

146 は DNA primase をコードしており，詳細な機能は明らかにされていないが，ORF145，

146 を破壊することで pCAR1 の接合伝達頻度が減少することから，必須ではないものの，

何らかの形で接合伝達に関わっていると考えられる（100）．また，形質転換によって導入

した IncP-7 群プラスミドのミニレプリコンが多くのPseudomonas 属内で複製することから
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（82, 98），接合伝達の効率が宿主域を決定している，つまり，IncP-7 群プラスミドの宿主

域は，複製システムではなく接合システムによって決定されていると考えられる（98）．し

たがって，接合伝達の効率に関与する ORF145a-ORF146 は IncP-7 群プラスミドの宿主域を

決定する重要な要因であるかもしれない．また，これらの遺伝子は，供与菌単独では Ca2+ と

Mg2+ を添加しても転写量に変化が見られなかったことから，受容菌が存在し，接合伝達が

起こる場合でのみ転写誘導されるように制御されている可能性がある．今後はこれらの破

壊株を用いて接合実験を行うことで，これらの遺伝子が Ca2+ と Mg2+ の有無で接合伝達頻

度に顕著な差を生じる原因であるか確認する予定である．また，興味深いことに，他の接

合伝達関連遺伝子の転写量は抽出されなかった．このことから，接合伝達関連遺伝子は供

与菌集団中の一部の細胞のみ転写量が増加していると思われる． 

Ca2+ と Mg2+ を添加し，供与菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルの

トランスクリプトームを比較することで，受容菌の共存により転写変動する pCAR1 上の遺

伝子を抽出した．その結果，全 198 個の遺伝子のうち，5 個の遺伝子の転写量が増加し，

19 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-2）．これらの遺伝子には受容菌を感知して接合

伝達を促進する遺伝子が含まれると期待され，転写量が増加した遺伝子には ORF145a，

ORF145，転写量が減少した遺伝子には核様体タンパク質 phu，relaxase である traI の直上

流に位置し DNA recombination protein をコードする ORF120 が含まれていた．また，Ca2+ と

Mg2+ を添加せず，供与菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルのトランス

クリプトームを比較することで，受容菌の共存により転写変動する pCAR1 上の遺伝子を抽

出した．その結果，全 198 個の遺伝子のうち，2 個の遺伝子の転写量が増加し，15 個の遺

伝子の転写量が減少した（Fig. 4-2）．このうち，共通して転写量が増加した遺伝子は tnpS 

（cointegrase）と parA （partitioning protein）の 2 個，減少した遺伝子は 11 個であり，ア

ントラニル酸代謝に関わる遺伝子や，outer membrane protein，putative ABC-transporter subunit 

などが含まれていた（Table 4-5）．これらの遺伝子には，接合伝達に関与せず受容菌の共存

により転写変動する遺伝子が含まれていると期待される．Ca2+ と Mg2+ を添加し，供与菌

と受容菌を混合したときにのみ転写変動した遺伝子は 8 個あり，phu が含まれていたが，

その他に接合伝達に関与しうる遺伝子は抽出されなかった． 

 

【受容菌染色体上の遺伝子の転写変動】 

受容菌単独で，Ca2+ と Mg2+ を添加したサンプルと添加していないサンプルのトランス

クリプトームを比較することで，Ca2+ と Mg2+ の有無により転写変動する受容菌染色体上

の遺伝子を抽出した．その結果，全 5,530 個の遺伝子のうち，510 個の遺伝子の転写量が

増加し，20 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-3）．COG 分類から，転写や翻訳にかか

わる遺伝子が多く転写誘導されていた（Fig. 4-4）．また，供与菌と受容菌を混合し，Ca2+ と

Mg2+ を添加したサンプルと添加していないサンプルのトランスクリプトームを比較した

結果，受容菌染色体上では，全 5,530 個の遺伝子のうち，98 個の遺伝子の転写量が増加し，
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24 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-3）．COG 分類から，無機イオンの輸送にかかわ

る遺伝子が 9 個と多く転写誘導されていた（Fig. 4-4）．Ca2+ と Mg2+ を添加しないと接合

伝達が起こらないことから，受容菌がプラスミドの侵入に対して何らかの防御応答を行っ

ている可能性がある．しかし，プラスミドへの防御応答に関与する遺伝子は抽出されなか

った．両条件で共通して転写量が増加した遺伝子は 31 個あり，そのうち無機イオンの輸送

にかかわる遺伝子が 6 個，σ 因子が 4 個含まれており，減少した遺伝子は 3 個であった（Fig. 

4-3）．受容菌単独で転写量が増加した遺伝子は 510 個と数が多いが，共通して転写量が増

加した遺伝子はより確からしく Ca2+ と Mg2+ の添加により転写量が増加したと考えられる． 

Ca2+ と Mg2+ を添加し，受容菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルの

トランスクリプトームを比較することで，供与菌の共存により転写変動する受容菌染色体

上の遺伝子を抽出した．その結果，全 5,530 個の遺伝子のうち，150 個の遺伝子の転写量

が増加し，370 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-5）．COG 分類から，エネルギー生

産にかかわる遺伝子が多く転写誘導され，興味深いことに，無機イオンの輸送にかかわる

11 個の遺伝子が転写抑制されていた（Fig. 4-6）．また，Ca2+ と Mg2+ を添加せず，受容菌

単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルのトランスクリプトームを比較する

ことで，供与菌の共存により転写変動する受容菌染色体上の遺伝子を抽出した．その結果，

全 5,530 個の遺伝子のうち，147 個の遺伝子の転写量が増加し，116 個の遺伝子の転写量が

減少した（Fig. 4-5）．興味深いことに，鞭毛合成に関与する遺伝子（figA-D，fliL，O）の転

写量が減少していた．このうち，共通して転写量が増加した遺伝子は 80 個，減少した遺伝

子は 78 個であった（Fig. 4-5）．Ca2+ と Mg2+ の有無にかわらず，プラスミドへの防御応答

に関与する遺伝子は抽出されなかった． 

 

【供与菌染色体上の遺伝子の転写変動】 

供与菌単独で，Ca2+ と Mg2+ を添加したサンプルと添加していないサンプルのトランス

クリプトームを比較した結果，添加したサンプルのシグナル強度が弱く，散布図の分布が

中心から大幅にずれており，供与菌染色体上の遺伝子については比較できなかった（Fig. 

4-7）．また，供与菌と受容菌を混合し，Ca2+ と Mg2+ を添加したサンプルと添加していな

いサンプルのトランスクリプトームを比較することで，Ca2+ と Mg2+ の有無により転写変

動する供与菌染色体上の遺伝子を抽出した．全 5,722 個の遺伝子のうち，25 個の遺伝子の

転写量が増加し，36 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-7）．転写量が減少した遺伝子

のうち，脂質輸送・代謝にかかわる遺伝子が 9 個と多かった（Fig. 4-8）．これらの遺伝子に

は受容菌の感知やプラスミドの接合伝達を促進する遺伝子が含まれる可能性があるが，そ

のような遺伝子は抽出されなかった． 

Ca2+ と Mg2+ を添加し，供与菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルの

トランスクリプトームを比較した結果，散布図の分布が中心から大幅にずれており，供与

菌染色体上の遺伝子については比較できなかった（Fig. 4-7）．また，Ca2+ と Mg2+ を添加せ
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ず，供与菌単独のサンプルと供与菌と受容菌を混合したサンプルのトランスクリプトーム

を比較した結果，供与菌染色体上では，全 5,722 個の遺伝子のうち，36 個の遺伝子の転写

量が増加し，1,016 個の遺伝子の転写量が減少した（Fig. 4-7）．転写量の減少した遺伝子の

数が 1,016 個と非常に多く抽出されたため，再現性を確認する必要がある． 

 

 本章にて行われたトランスクリプトーム解析の結果から，pCAR1 上の ORF145a と

ORF145 が，Ca2+ と Mg2+ の有無や受容菌の有無によって接合伝達に影響を及ぼすことが

示唆された．しかし，接合伝達において，供与菌が受容菌を認識し，そのシグナルがプラ

スミドに伝達されて接合伝達遺伝子の転写を誘導していると考えられるが，今回の結果か

らはこれらの遺伝子の転写制御を行っている因子は依然明らかにされていない．そこで今

後は，本実験において取得できなかったデータの再取得や再現性を確認し，より詳細に解

析する必要がある．より再現性の高いトランスクリプトームデータを比較解析することで，

これまで全く知られていなかった IncP-7 群プラスミドの接合伝達メカニズムの解明につな

がると期待される． 

 本研究では原因因子を遺伝子に絞って探索を行ったが，Ca2+ と Mg2+ の有無によって，

細胞膜の表面電荷，接合橋の構造，細胞の凝集など，転写以外にも様々な変化が考えられ

る．そこで今後は，タンパク質レベル，細菌群集構造レベルでの解析も行っていく必要が

ある． 
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Fig. 4-2. 転写変動した pCAR1 上の遺伝子数 

左上は Ca2+ と Mg2+ を添加した供与菌単独（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加していない供与

菌単独（横軸），右上は Ca2+ と Mg2+ を添加した受容菌共存時（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を

添加していない受容菌共存時（横軸），左下は Ca2+ と Mg2+ を添加していない受容菌共存時

（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加していない供与菌単独（横軸），右下は Ca2+ と Mg2+ を添

加した受容菌共存時（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加した供与菌単独（横軸）で，pCAR1 上

の各 ORF の代表値（ORF 内に含まれるセンス側プローブの中央値）をプロットした散布

図． 
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Fig. 4-3. Ca2+ と Mg2+ の添加で転写変動した受容菌染色体遺伝子数 

左上は Ca2+ と Mg2+ を添加した受容菌単独（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加していない受容

菌単独（横軸），右上は Ca2+ と Mg2+ を添加した供与菌共存時（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を

添加していない供与菌共存時（横軸）で，受容菌染色体上の各 ORF の代表値（ORF 内に

含まれるセンス側プローブの中央値）をプロットした散布図．左下は Ca2+ と Mg2+ を添加

により転写量が増加した遺伝子数，右下は Ca2+ と Mg2+ を添加により転写量が減少した遺

伝子数のベン図． 
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Fig. 4-4. Ca2+ と Mg2+ の添加で転写変動した受容菌染色体遺伝子の COG 分類 

受容菌単独で Ca2+ と Mg2+ の添加により変動した遺伝子の COG 分類（上）と供与菌共存

時に Ca2+ と Mg2+ の添加により変動した遺伝子の COG 分類（下）． 
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Fig. 4-5. 供与菌共存時に転写変動した受容菌染色体遺伝子数 

左上は Ca2+ と Mg2+ を添加していない供与菌共存時（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加してい

ない受容菌単独（横軸），右上は Ca2+ と Mg2+ を添加した供与菌共存時（縦軸）と Ca2+ と

Mg2+ を添加した受容菌単独（横軸）で，受容菌染色体上の各 ORF の代表値（ORF 内に含

まれるセンス側プローブの中央値）をプロットした散布図．左下は供与菌が共存すること

により転写量が増加した遺伝子数，右下は供与菌が共存することにより転写量が減少した

遺伝子数のベン図． 
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Fig. 4-6. 供与菌共存時に転写変動した受容菌染色体遺伝子の COG 分類 

Ca2+ と Mg2+ の非存在時に供与菌と共存することで転写変動した遺伝子の COG 分類（上）

とCa2+ とMg2+ の存在時に供与菌と共存することで転写変動した遺伝子のCOG 分類（下）． 
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Fig. 4-7. 転写変動した供与菌染色体上の遺伝子数 

左上は Ca2+ と Mg2+ を添加した供与菌単独（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加していない供与

菌単独（横軸），右上は Ca2+ と Mg2+ を添加した受容菌共存時（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を

添加していない受容菌共存時（横軸），左下は Ca2+ と Mg2+ を添加していない受容菌共存時

（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加していない供与菌単独（横軸），右下は Ca2+ と Mg2+ を添

加した受容菌共存時（縦軸）と Ca2+ と Mg2+ を添加した供与菌単独（横軸）で，供与菌染

色体上の各 ORF の代表値（ORF 内に含まれるセンス側プローブの中央値）をプロットし

た散布図． 
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Fig. 4-8. 受容菌共存時に Ca2+ と Mg2+ の添加で転写変動した供与菌染色体遺伝子の COG 

分類 

Ca2+ と Mg2+ の存在時に受容菌と共存することで転写変動した遺伝子の COG 分類 
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第 5 章 

NAPs 破壊が pCAR1 の接合伝達に及ぼす影響の評価 

 

 

 

5-1. 諸言 

pCAR1 上には 3 種類の核様体タンパク質 (NAPs, nucleoid-associated proteins) がコード

されている．他のプラスミドで、プラスミド上にコードされる NAPs が接合伝達の制御に

関わることが知られており，pCAR1 もこれら 3 種類の NAPs が接合伝達に関わる可能性が

考えられる．そこで本章では，phu, pmr, pnd を単独，あるいは複数破壊した際の接合伝達

頻度や接合関連遺伝子の転写変動を調べた． 

 

なお，本章の内容は論文として Environmental Microbiology に投稿中である． 

 “Cooperative function of the three different kinds of nucleoid-associated proteins encoded on the 

IncP-7 plasmid pCAR1.” 

Suzuki, C., Hirotani, R., Takahashi, Y., Matsui, K., Takeda, T., Yun, C., Shintani, M., Okada, K., 

Yamane, H. and Nojiri, H. 
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5-2. 材料と方法 

 

5-2-1. 使用した菌株，プラスミド，培地，及び培養条件 

 本章で使用した抗生物資との略称と終濃度，溶媒を Table 5-1 に，菌株を Table 5-2 に示

す．菌株の培養には LB 培地（10 g/l Bacto trypton, 5 g/l Yeast extract, 10 g/l NaCl, pH7.0），ま

たは 0.1%（w/v）の carbazole （CAR ）を添加した NMM-4 培地（2.2 g/l Na2HPO4, 0.8 g/l 

KH2PO4, 3.0 g/l NH4NO3, 0.2 g/l MgSO4・7H2O, 0.01 g/l FeCl3・6H2O, 0.01 g/l CaCl2・2H2O）を

用いて 30 ℃で培養した．5 ml の試験管を用いて培養する際は，300 rpm で振とうした．平

板培地には微生物培養用精製寒天末（Nakarai Tesqu, Inc., Tokyo, Japan ）を培地に対して 1.6%

（w/v）となるように添加した．carbazole を添加した NMM-4 培地で平板培地を作成する際

には，carbazole を添加していない NMM-4 培地の上に carbazole を添加した NMM-4 培地

を重層することで，クリアゾーンを短時間で確認できるようにした． 

 

Table 5-1. 本章で使用した抗生物質 

抗生物質 略称 終濃度 溶媒 

Kanamycin Km 50 mg/ml H2O 

Gentamycin Gm 30 mg/ml H2O 

Rifampicin Rif 25 mg/ml MeOH 
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Table 5-2. 本章で使用した菌株 

菌株 関連する性質 参考文献 

Pseudomonas putida   

KT2440KR Spontaneously Rifr, Gmr gene 

cassette 

100 

KT2440(pCAR1pmrHis::Gmr) KT2440(pCAR1pmrHis) harboring 

Gmr gene cassette and FRT sites 

103 

KT2440(pCAR1Δphu::Gmr) KT2440 harboring pCAR1 carrying 

disrupted phu gene by Gmr gene 

cassette and FRT sites 

100 

KT2440(pCAR1Δpmr::Gmr) KT2440 harboring pCAR1 carrying 

disrupted pmr gene by Gmr gene 

cassette and FRT sites 

100 

KT2440(pCAR1Δpnd::Gmr) KT2440 harboring pCAR1 carrying 

disrupted pnd gene by Gmr gene 

cassette and FRT sites 

100 

KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu::Gmr) KT2440(pCAR1Δpmr) in which 

phu gene is disrupted by Gmr gene 

cassette and FRT sites 

100 

KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd::Gmr) KT2440(pCAR1Δpmr) in which 

pnd gene is disrupted by Gmr gene 

cassette and FRT sites 

100 

KT2440(pCAR1ΔpndΔphu::Gmr) KT2440(pCAR1Δpnd) in which phu 

gene is disrupted by Gmr gene 

cassette and FRT sites 

100 

KT2440(pCAR1[ΔpmrΔpnd]::pm

r) 

KT2440(pCAR1ΔpmrΔpnd) 

containing 0.57-kb pmr cassette 

inserted into 101,000-101,001 

region of pCAR1 

100 

KT2440(pCAR1[ΔpmrΔphu]::pm

r) 

KT2440(pCAR1ΔpmrΔphu) 

containing 0.57-kb pmr cassette 

inserted into 101,000-101,001 

region of pCAR1 

100 
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5-2-2. NAPs 破壊株の接合実験 

 

1. グリセロールストックから供与菌を LB + Gm 寒天培地に，受容菌を LB + Km + Rif 寒天

培地にストリークし，30 ℃で静置培養した． 

2. 供与菌を CAR + Gm 寒天培地にパッチし，30 ℃で静置培養した． 

3. クリアゾーンの形成が確認された供与菌を LB + Gm 液体培地に，受容菌を LB + Km + 

Rif 液体培地に植菌し，30 ℃で一晩振盪培養した． 

4. 供与菌の培養液を 2 ml チューブに 2 ml ，受容菌の培養液を 2 本の 2 ml チューブに 2 ml 

ずつ分注した． 

5. 13,000 rpm ，室温，1 min 遠心した． 

6. デカンテーション，及び 200 l のピペットマンを用いて上清を捨て，1 ml の LB 液体培

地に再懸濁した． 

7. 新しい 2 ml チューブに LB 液体培地を 900 l 分注し，再懸濁液を 100 l 加え，10 倍

希釈し，OD600 を測定した． 

8. 受容菌を OD600 が 2.0 となるように LB 液体培地で希釈した． 

9. 供与菌を OD600 が 0.2 となるように LB 液体培地で希釈した． 

10. 8. で調製した受容菌懸濁液 200 l と 9. で調製した供与菌懸濁液 200 l を新しい 2 ml

チューブ内で混合した（以下接合溶液）． 

11. 小さく切った Gas Permeable Adhesive Seals (Thermo SCIENTIFIC) で 2 ml チューブにフ

タをし（チューブのフタは閉めない），30 ℃で 3 hr 静置した． 

12. 接合溶液の 100 ～105 希釈溶液を作成し，LB + Gm プレートに 103 ～105 希釈溶液を，

LB + Km + Rif + Gm プレートに 100 ～103 希釈溶液を 10 l ずつ 3 連で滴下した． 

13. 30 ℃で静置培養し，1 日後にLB + Gm プレートに生育した供与菌のコロニー数を，2 日

後に LB + Km + Rif + Gm プレート上に生育した接合伝達体のコロニー数をカウントし，接

合伝達頻度（接合伝達体の CFU ／供与菌の CFU）を算出した． 
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5-3. 結果 

 

5-3-1. NAPs 単独破壊株の接合伝達頻度 

NAPs を単独で破壊した pCAR1 を保持する P. putida KT2440 株を供与菌，プラスミドを

保持しない P. putida KT2440KR 株を受容菌として LB 液体培地中で接合実験を行い，プラ

スミド上に挿入されたゲンタマイシン耐性と受容菌のカナマイシン，リファンピシン耐性

を指標として接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）を評価した．その結果，

NAPs を破壊していないコントロールとして用いた pCAR1pmrHis::Gmr （9.1×10-4 ～1.1×

10-3）と比較して，pCAR1Δphu::Gmr （2.0×10-5）において接合伝達頻度が 1/10 程に低下し

たものの，他の単独破壊株では大きな変化は見られなかった（Fig. 5-1. 上段）． 

 

5-3-2. NAPs 二重破壊株の接合伝達頻度 

NAPs を二重破壊した pCAR1 の接合伝達頻度を測定したところ，pCAR1pmrHis::Gmr と

比較して pCAR1ΔphuΔpnd::Gmr では接合伝達頻度に変化が見られなかったのに対して（5.2

×10-4），pCAR1ΔphuΔpmr::Gmr，及び pCAR1ΔpmrΔpnd::Gmr は検出限界以下（それぞれ<4.0

×10-7, <4.1×10-7）と大きく減少した（Fig. 5-1. 中段）． 

 

5-3-3. プラスミド上に pmr を相補した NAPs 二重破壊株の接合伝達頻度 

pCAR1ΔphuΔpmr::Gmr，及び pCAR1ΔpmrΔpnd::Gmr の ORF98-ORF99 遺伝子間領域に，

pmr の推定プロモーター配列からターミネーター配列までを含む 0.57 kb の遺伝子断片を

挿入することで pmr を相補し，接合伝達実験を行った．しかし，接合伝達頻度は依然検出

限界以下（それぞれ<6.7×10-7, <2.2×10-6）であり，接合伝達頻度の回復は見られなかった

（Fig. 5-1. 下段）． 
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Fig. 5-1. 各 NAPs 破壊 pCAR1 の接合伝達頻度 

縦軸は接合伝達頻度（接合伝達体の CFU／供与菌の CFU）を，横軸は破壊した NAPs を示

す．棒は 5 連の結果の相乗平均を表し，点は各々の結果を表し，図中の数字は検出限界を

表す．上段：NAPs 単独破壊プラスミド，中段：NAPs 二重破壊プラスミド，下段：プラス

ミド上に pmr を相補した NAPs 二重破壊の結果を表す．  
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5-4. 考察 

本章では，pCAR1 上にコードされた 3 種類の核様体タンパク質遺伝子 phu, pmr, pnd を

単独，あるいは複数破壊した際の接合伝達頻度や接合関連遺伝子の転写変動を調べた． 

 H-NS はおもにリプレッサーとして機能し，F プラスミドにおいて H-NS により接合伝達

が抑制されていることから，pCAR1 も同様にPmr によって接合伝達が抑制されており，pmr 

を破壊することで接合伝達頻度が上昇すると期待された．実際に，先行研究として行われ

たコハク酸培養時の NAPs 遺伝子単独破壊株のトランスクリプトーム解析（Table 5-3, Suzuki 

et al., 2013 より転載）の結果から，野生型と比較して pCAR1Δpmr では pCAR1 上の多くの

接合関連遺伝子（trhK, trhV, trhA, dsbC, ORF145, ORF146）の転写量が増加していることが示

されていた．しかし，コントロールとして用いた NAPs を破壊していない pCAR1pmrHis と

比較して，pCAR1Δpmr の接合伝達頻度に違いは見られなかった（Fig. 5-1. 上段）．一方，

pCAR1Δphu では，トランスクリプトーム解析の結果から接合関連遺伝子の転写量に変化が

見られなかったのに対し，接合伝達頻度は 1/10 程に低下していた（Fig. 5-1. 上段）．また，

pCAR1Δpnd では，接合関連遺伝子の転写量，接合伝達頻度ともに変化が見られなかった

（Fig. 5-1. 上段）． 

NAPs を二重破壊した pCAR1ΔphuΔpmr，および pCAR1ΔpmrΔpnd はプラスミドの安定性

が低下し，継代培養を行うことで pCAR1 の構造が変化，または脱落が高い頻度で生じるこ

と（100），さらにはバイオフィルム中で宿主菌体の繊維状化が促進されること（Lee et al., 

unpublished data）が示されている．また，トランスクリプトーム解析（Table 5-3, Suzuki et al., 

2013 より転載）の結果から，野生型と比較して，pCAR1ΔphuΔpmr では trhK, trhB, trhV, trhA, 

dsbC, trhC, ORF145, ORF146, trhF, trhH, trhG，pCAR1ΔpmrΔpnd では trhK, trhV, trhA, dsbC, 

ORF145, ORF146 と，pCAR1 上の多くの接合関連遺伝子の転写量が増加していることが示

されていた．しかし，pCAR1ΔphuΔpmr，および pCAR1ΔpmrΔpnd の接合伝達頻度は検出限

界以下と顕著に減少した（Fig. 5-1. 中段）．一方，興味深いことに，phu を単独で破壊する

ことで接合伝達頻度が 1/10 程度に減少したのに対し，さらに pnd を破壊した，

pCAR1ΔphuΔpnd では，接合伝達頻度が pCAR1pmrHis と同程度まで上昇していた（Fig. 5-1. 

中段）． 

NAPs を二重破壊した pCAR1ΔphuΔpmr，および pCAR1ΔpmrΔpnd において，pCAR1 上

の ORF98-ORF99 遺伝子間領域に pmr の推定プロモーター配列からターミネーター配列ま

でを含む 0.57 kb の遺伝子断片を挿入し，pmr を相補することで安定性が回復していること

が確認されている（100）．しかし，これらのプラスミドの接合伝達頻度は依然検出限界以

下であった（Fig. 5-1. 下段）．相補した pmr の発現量がプラスミドの安定性を回復するには

十分でも，接合伝達頻度を回復するためには不足している可能性が存在するため，相補し

た pmr の転写量の確認を行う必要がある． 

 本研究から得られた接合伝達頻度の結果は，先行研究として行われたコハク酸培養時の

トランスクリプトーム解析から推測された結果とは一致しなかった．トランスクリプトー
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ム解析を行った際と本実験とでは，培養条件などの菌体の状態が異なることから，このよ

うな違いが生じた可能性も考えられる．そこで今後は，接合条件下でのトランスクリプト

ーム解析を行う必要がある． 
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第 6 章 総括と展望 

 

本研究では，プラスミドの接合伝達の成否を決める環境因子とその作用機構を明らかに

するために，pCAR1 の接合伝達に関与する新規因子の探索を試みた． 

第 2 章では，従来の寒天培地を用いた接合伝達体の検出方法の他に，培養を介さない接

合伝達体の検出方法を導入し，IncP-7 群プラスミドの実環境中における“真の”宿主域の解

析を試みた．fluorescence activated cell sorting（FACS）を用い，蛍光タンパク質の発現を指

標にした接合伝達体の検出・分取系を構築した．分取した接合伝達体と思われる粒子を平

板培地上に塗布し，生育した菌株の遺伝子解析を行った．その結果，200 株以上の菌株が生

育し，解析が終了した 25 株中，接合伝達体は 11 株であった．16S rRNA の塩基配列を解読

したところ，Bacteroidetes の Flectobacillus 属細菌，Flexibacter 属細菌，α-Proteobacteria の

Brevundimonas 属細菌，β-Proteobacteria の Delftia 属細菌，Cupriavidus 属細菌と高い相同

性を示した．IncP-7 群プラスミドは主に γ-Proteobacteria の Pseudomonas 属細菌を宿主とす

ると考えられてきたが，本研究により初めて γ-Proteobacteria 以外にも接合伝達する可能性

が示唆された．しかし，これらの接合伝達体は pCAR1 を安定に保持することができなかっ

た．IncP-7 群プラスミドは接合の宿主域よりも複製の宿主域の方が広いと考えられたが，

これは Pseudomonas 属細菌での実験結果に基づく考えであり，実環境中では全く異なった

宿主域を示すであろうと予想される． 

第 3 章では，環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無が他のプラスミドの接合伝達にも影響を与え

るかを定量的に評価した．その結果，pCAR1 は環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無によって接合

伝達頻度に影響を受けやすく，pB10 と R388 は影響を受けにくいことが明らかになった．

また，Ca2+ と Mg2+ の濃度が pCAR1 の接合伝達頻度に与える影響を定量的に評価した． 

ゲノム既知の 4 種類の供与菌と 5 種類の受容菌を用い，Ca2+ と Mg2+ の濃度を変化させ，

各濃度における接合伝達頻度を測定した結果，多くの組み合わせで Ca2+ と Mg2+ の濃度依

存的な接合伝達頻度の上昇が観察された．一方で，Ca2+ と Mg2+ の影響が見られない組み

合わせも見つかった．このことから，同一のプラスミドであっても，供与菌や受容菌によ

って，Ca2+ と Mg2+ の影響に違いがあることが示された． 

 第 4 章では，環境中の Ca2+ と Mg2+ の有無が pCAR1 の接合伝達に与える影響を網羅的

に解析する為に，Pf0-1L(pCAR1::rfp) 株を供与菌，KT2440 株を受容菌として接合実験を行

い，Ca2+ 及び Mg2+ 添加・非添加，供与菌及び受容菌単独・混合時における染色体とプラ

スミドのトランスクリプトームデータを取得し，解析を行った．その結果，pCAR1 上の

ORF145a と ORF145 が，Ca2+ と Mg2+ の有無や受容菌の有無によって接合伝達に影響を及

ぼすことが示唆された．今後，より再現性の高いトランスクリプトームデータを比較解析

することで，これまで全く知られていなかった IncP-7 群プラスミドの接合伝達メカニズム

の解明につながると期待される． 
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 第 5 章では，pCAR1 上にコードされている 3 種類の核様体タンパク質（NAPs）phu, pmr, 

pnd を単独，あるいは複数破壊した際の接合伝達頻度や接合関連遺伝子の転写変動を調べ

た．その結果，pCAR1ΔphuΔpmr，および pCAR1ΔpmrΔpnd の接合伝達頻度は検出限界以下

と大きく減少した．また，この接合伝達頻度の減少は，pCAR1 上に pmr を相補しても回復

しなかった．コハク酸培養時の NAPs 遺伝子単独破壊株、二重破壊株のトランスクリプトー

ム解析では，pCAR1 上の多くの接合関連遺伝子の転写量が pCAR1Δpmr，pCAR1ΔphuΔpmr，

pCAR1ΔpmrΔpnd のいずれの場合においても増加しており，各破壊株における接合伝達頻度

の評価とは合致しないものであった．今後は，相補した pmr の転写量の確認を行うととも

に，接合条件下でのトランスクリプトーム解析を行う必要があると考えられる． 

 

 本研究では，環境因子や遺伝因子がプラスミドの接合伝達にどのような影響を与えるか

を定量的に解析した．IncP-7 群プラスミドの接合伝達機構に関する知見は未だ乏しいが，

本研究で得られたトランスクリプトームを詳細に解析することで，発現制御機構の解明へ

の糸口が得られると考えられる．今後，本研究と同様に，様々なプラスミドや宿主を用い

て環境変化によって接合伝達頻度がどのように変わっていくかを調べ，その原因をトラン

スクリプトームレベルだけでなく，タンパク質レベル，細菌群集構造レベルで解析するこ

とで，環境中でのプラスミドの挙動をより理解できると期待される． 
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補章  

 

補章 1. SM1443(pCAR1::gfp)の作製  

1. pJBA28 を大腸菌 S17-1λpir 株より KT2440(pCAR1)株に接合伝達させた．  

2. Km 耐性，Tc 耐性［KT2440(pCAR1)を選抜するためのマーカー］，及び緑色蛍

光を示すコロニーをランダムに選び， pCAR1，gfp を保持することを確認し

た．  

3. 2 で得られた菌株を供与菌，P. resinovorans CA10dm4RG 株（pCAR1 を保持し

ない CA10 株，Rif，Gm 耐性）を受容菌として接合実験を行い，プラスミド

上に mini-Tn5-Km-PA1/ 04 /03-RBSII-gfpmut3*-T0-T1 が挿入された pCAR1 を選抜

した．  

4. 得 ら れ た P. resinovorans CA10dm4RG(pCAR1::gfp) に つ い て ，

mini-Tn5-Km-PA1/04 /03-RBSII-gfpmut3*-T0-T1 の挿入位置を， total DNA を鋳型

とした直接シークエンスにより決定した．  

5. P. resinovorans CA10dm4RG(pCAR1::gfp)を供与菌，染色体上に lacIq を挿入し

た P. putida  SM1443 を 受 容 菌 と し て 接 合 さ せ ， 得 ら れ た 菌 株 を

SM1443(pCAR1::gfp)と命名した．  

 

補章 2. 水環境サンプルからの環境細菌の抽出  

 水環境から環境細菌を抽出するために，湖沼水を環境サンプルとして採取し

た．接合実験に用いる前処理として，粗い粒子や原生動物を除去した．  

 

【操作】  

1. 三四郎池から湖沼水を採取した．  

2. 孔径 5 m の定性濾紙（ADVANTEC，No.2，φ90 mm）を用いて吸引濾過し

た．  

3. 濾液を孔径 3 m の定性濾紙（ADVANTEC，No.131，φ90 mm）を用いて吸

引濾過した．  

4. 濾液を 500 ml 容のガラス製容器に入れ， 30℃で静置した．  

 

補章 3. 土壌環境サンプルからの環境細菌の抽出  

 土壌環境から環境細菌を抽出するために，土壌を採取し，土壌抽出液を作製

した．接合実験に用いる前処理として，粗い粒子や原生動物を除去した．  
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【操作】  

1. 東京大学農学部圃場から黒ボク土を採取した．  

2. 500 ml 容のガラス製容器に黒ボク土 100 g と滅菌水 200 ml を入れた．  

3. 30℃，120 rpm で一晩振盪した．  

4 上清を孔径 5 m の定性濾紙（ADVANTEC，No.2，φ90 mm）を用いて吸引濾

過した．  

5. 濾液を孔径 3 m の定性濾紙（ADVANTEC，No.131，φ90 mm）を用いて吸

引濾過した．  

6. 濾液を 500 ml 容のガラス製容器に入れ， 30℃で静置した．  

 

補章 4. 細菌画分の濃縮  

 接合伝達頻度を大きくするために，環境細菌画分中の細菌を限外濾過濃縮し

た．  

 

【操作】  

1. 環境細菌画分中の細菌を，リユーザブルフィルターユニット（Nalge Nunc 

International）を用いて孔径 0.2 m のセルロースアセテート製白色メンブレ

ンフィルター（ADVANTEC，C020A047A）上に捕集した．  

2. 濾液を 121℃，20 min オートクレーブし，滅菌環境水（滅菌湖沼水，滅菌土

壌抽出液）とした．  

3. 細菌を捕集したメンブレンフィルターを 50 ml 容遠沈管（Corning）に入れ，

滅菌環境水を 10 ml 入れた．  

4. DIRECT MIXER DM-301（ASONE）を用いてメンブレンフィルター上に捕集

した細菌を再懸濁した．  

5. 2 ml 容チューブに 1 ml ずつ分注した．  

 

補章 5. 蛍光顕微鏡観察による菌体数の測定  

 蛍光色素として，生細胞の 2 本鎖 DNA を選択的に染色する SYBR GreenⅠ

（ INVITROGEN）を用いた，SYBR GreenⅠは 2 本鎖 DNA に結合すると青色光

（488 nm）により励起し，緑色（ 522 nm）の蛍光を発する．  

【試薬】  

・SYBR GreenⅠ（ INVITROGEN）  

SYBR GreenⅠは×10,000 stock の DMSO 溶液として市販されているので，

DMSO で 10 倍希釈し，×1,000 stock として使用した．  
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【操作】  

1. 菌懸濁液 1 ml に×1,000 SYBR GreenⅠ stock を 1 l 添加した．  

2. Vortex mixer で 1 min 撹拌した．  

3. 暗所で 30 min 静置した．  

4. 染色した菌体をフィルターホルダー（ADVANTEC）を用いて菌体捕集用の孔

径 0.22 m ポリカーボネート製黒色メンブレンフィルター（MILLIPORE，

GTBP02500）に捕集した．  

5. 細菌を捕集したフィルターをスライドガラス上に置き，その上に Microscopy 

Immersion oil（MERCK）を 25 l 滴下した．  

6. フィルターの上にカバーガラスを置き，その上に Microscopy Immersion oil

を 25 l 滴下した．  

7. 蛍光顕微鏡（OLYMPUS AX80）の対物レンズ（ 100 倍）を用いて 1 視野にお

ける菌体数を測定した．  

8. 懸濁液 1 ml 当たりの生菌体数を下記の式を用いて算出した．  

 

菌体数（ cells/ml）＝ 1 視野菌体数（対物レンズ 100 倍）×3645×希釈率  

 

3645 は観察実視野の面積とメンブレンフィルターの面積の比率であり，下記の

式から算出した．  

 

観察実視野の直径 (φmm) = 接眼レンズの視野数 /対物レンズの倍率  

    = 26.5/100 

    = 0.265 (mm) 

 

観察実視野の面積 (mm2）  = π (0.265/2)2  

    = 0.01756π (mm2)  

 

メンブレンフィルターの面積 (mm2)  = π (16/2)2  

     = 64π (mm2)  

 

64π /0.01756π  =3644.646925 

  =3645 

 

補章 6. 接合実験（液体接合）  

1. 供与菌と受容菌をそれぞれ 5 ml の 1/3LB 培地に植菌し，30℃で一晩振盪培
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養（300 strokes/min）した．供与菌の培地には Km，受容菌の培地  には Rif，

Gm を添加した．  

2. 各培養液から 1 ml を 2 ml 容チューブに取り，室温で 15,000rpm，2 min 遠心

し，上清を捨てた．  

3. 1/3LB を 1 ml 加えて菌体をピペッティングにより懸濁した．  

4. 蛍光顕微鏡観察による菌体数測定を行った．  

5. 菌体数が供与菌：受容菌＝ 1：10 となるように供与菌と受容菌の菌懸濁液を

希釈した．  

6. 菌懸濁液を 1/3LB で適宜希釈し，それぞれ 20 l を固体選択培地にスポット

し，30℃で一晩培養した．  

7. 5 で供与菌：受容菌＝ 1：10 となるように希釈した供与菌と受容菌を，それ

ぞれ 300 l，2 ml 容チューブ内で混合した．  

8. 30℃で一晩静置した．  

9. 懸濁液を 1/3LB で適宜希釈し，それぞれ 20 l を Km，Rif，Gm を添加した

固体選択培地にスポットし， 30℃で一晩培養した．  

10. 6 で生育したコロニー数から供与菌の CFU を測定し，9 で生育したコロニ

ー数から接合伝達体の CFU を測定し，接合伝達頻度（接合伝達体  ／ 供 与

菌）を算出した．  

 

補章 7. ダークリーダーを用いた蛍光観察  

 固体培地上に生じたコロニーにおける RFP もしくは GFP の蛍光の検出には，

Clare Chemical Research 社製の Dark Reader DR45M Transilluminator（通称：ダ

ークリーダー，Fig. S1）を用いた．ダークリーダーは 400-500 nm の波長の光を

照射する機器であり，この波長帯により GFP や RFP などの蛍光タンパク質や

エチジウムブロマイドなどの蛍光色素を励起させることができる．可視光が蛍

光タンパク質の励起に用いられる場合，光源からの大量の入射光によって，裸

眼では蛍光物質由来の蛍光を直接検出できない．そこでダークリーダーは，光

源由来の緑色・赤色蛍光を除去し青色励起光のみをサンプルに照射するための

フィルター（光源とサンプルの間に位置）と，青色の入射光を除去し緑色・赤

色蛍光を透過するフィルター（アンバースクリーン；サンプルと観測者の間に

位置）の 2 段階のフィルター処理を行う．ダークリーダーを用いることで，

pCAR1::rfp，もしくは pCAR1::gfp を保持する接合伝達体は，選択培地上に生育

したコロニーに青色蛍光（ 400-500 nm）を照射した際，赤色，もしくは緑色蛍

光を示すコロニーとして検出される（ Fig. S2）．  
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Fig. S1. ダークリーダー  

光源由来の緑色・赤色蛍光を除去し青色励起光のみをサンプルに照射するため

のフィルター（本体上部の青色のフィルター）と，青色の入射光を除去し緑色・

赤色蛍光を透過するフィルター（橙色のフィルター）の 2 段階のフィルター処

理を行う．サンプルを観察する際は，ダークリーダー上（青色のフィルター上）

に固体培地を置き，その上に橙色のフィルターを置き，暗所にて青色励起光を

照射する．  

 

  

  

Fig. S2. ダークリーダーを用いた蛍光観察  

RFP 発現株（左上），RFP 発現抑制株（右上），GFP 発現株（左下），GFP 発現

抑制株（右下）．RFP 発現株，及び GFP 発現株はそれぞれ赤色，緑色蛍光を示

しているのに対し，RFP 発現抑制株，及び GFP 発現抑制株は蛍光を示していな

い．  
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補章 8. Total DNA 抽出  

【試薬】  

・TE buffer 

10 mM tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris) -HCl (pH8.0) 

1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  

・10％ sodium dodecylsulfate (SDS) 

・20 mg/ml proteinase K solution (ProK)  

200 mg の proteinase K を 10 ml の滅菌水に溶解した．  

・5M NaCl 

・CTAB/NaCl solution 

4.1%(wt/vol) NaCl  

10%(wt/vol) hexadecyltrimethyl ammonium bromide (CTAB)  

・クロロホルム  

・TE 飽和フェノール /クロロホルム  

TE 飽和フェノールとクロロホルムを等量混合した．  

・2-プロパノール  

・70%(vol/vol)エタノール（ -30℃で保存）  

・10 mg/ml RNaseA (DNase free) Glycerol Solution (Nippon gene)  

 

【操作】  

1. 細菌を液体培地に植菌して 30 ℃で生育するまで振盪培養した．  

2. 2 ml 容チューブに培養液を 2 ml 移し，室温で 15,000 rpm，2 min 遠心し，上

清を捨てた．  

3. TE buffer 570 l を加え，懸濁した．  

4. ProK 3 l，10%SDS 30 l を加え，ローテーターで 15 min 攪拌した．  

5. 37 ℃で 1 hr 以上 incubate した．  

6. 水浴を 65 ℃にセットし，水浴に CTAB/NaCl を入れた．  

7. 5M NaCl 100 l と 65 ℃になった CTAB/NaCl 80 l を加え，ローテーターで 5 

min 攪拌した．  

8. 浮き輪を用いて 65 ℃の水浴で 10 min incubate した．  

9. クロロホルム  800 l を加えてローテーターで 10 min 攪拌した．  

10. 室温で 15,000 rpm，15 min 遠心した．  

11. 先端を cut したチップを用いて界面を吸い込まないように上層～700 l を

新しい 2 ml 容チューブに取った．  

12. TE 飽和フェノール /クロロホルム 700  l を加え，ローテーターで 10 min 攪
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拌した．  

13. 室温で 15,000 rpm，15 min 遠心した．  

14. 先端を cut したチップを用いて界面を吸い込まないように上層～600 l を

新しい 1.5 ml 容チューブに取った．  

15. 2-プロパノール  700 l を加え，ローテーターで 30 min 攪拌した．  

16. 室温で 15,000 rpm，15 min 遠心し，上清を捨てた．  

17. 冷凍保存してある 70%エタノール  400 l でリンスした．  

18. 4℃，15,000 rpm， 15 min 遠心した．  

19. 上清を捨て，デシケーターとアスピレーターを用いて 5 min dry up した．

その際，チューブは紙製のチューブ立てに立て，アルミホイルで包んだ．  

20. 終濃度 20 g/ml の RNaseA（DNase free）（Nippon gene）を含む TE buffer

溶液 30 l を加え，タッピング，フラッシングし，ペレットを溶解した．  

21. 37 ℃で 15 min～一晩 incubate した後， 4℃または -30℃で使用時まで保存し

た．  

 

補章 9. Polymerase chain reaction (PCR) 

【反応系】  

 DNA polymerase にはタカラバイオ社の Ex Taq®を用いた．反応液の組成を

Table S1 に示す．  

 

Table S1. PCR の反応系  

試薬  遺伝子の確認用  

Template DNA 50 ng 相当  

Primer-F（50 M）  0.125 l 

Primer-R（50 M）  0.125 l 

10×Ex Taq  buffer 2.5 l 

dNTP mix（各 2.5 mM） 2.0 l 

Ex Taq 0.125 l 

dH2O fill up to 25 l 

 

【反応サイクル】  

 サーマルサイクラーには PCR Thermal Cycler dice Standard (Takara Bio, Shiga, 

Japan)を用い，下記 Table S2 のプログラムで行った．  

 

Table S2. PCR のプログラム  
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96℃  2 min 1 cycle 

96℃  20 sec  

60℃  20 sec  

72℃  30 sec 30-35 cycle 

72℃  7 min  

4℃  ∞  1 cycle 

 

補章 10. アガロースゲル電気泳動  

 ア ガ ロ ー ス ゲ ル は ア ガ ロ ー ス ME （ ナ カ ラ イ テ ス ク ジ ャ パ ン ） を

Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer  (2M Tris-acetate, 0.05 M EDTA, pH8.0)に溶解させ

て作製し，アガロースの濃度は 2.0%とした．泳動には Mupid 小型電気泳動槽

（ADVANTEC Co. Ltd., Tokyo, Japan）を用い，室温において 100 V で行った．

分子量マーカーには，One Step Marker 5 及び One Step Marker 6（Nippon gene）

を用いた．バンドの塩基長はそれぞれ，Marker 6: 19.33, 7.74, 6.22, 4.26, 3.47, 

2.69, 1.88, 1.49, 0.93 (kbp)，Marker 5: 1057, 770, 612, 495, 392, 345, 341, 335, 297, 

291, 210, 162, 79 (bp)である．泳動するサンプルには Loading Buffer (10× )

（Takara Bio）を加えた．  

 

補章 11. Histodenz を用いた細菌画分の分離  

 HistodenzTM（SIGMA；別名 Nycodenz®，コスモ・バイオ株式会社）は多用途

密度勾配遠心分離媒体である．以下に histodenz の特長を列挙する．  

・細胞毒性が無く非イオン性である．  

・連続的密度勾配が簡単に短時間で調製できる．  

・水系で 80%以上，非水系でも 50％以上溶解できる．  

・熱に安定でオートクレーブ処理ができる．  

・ショ糖に比べ，低粘度，低浸透圧の分離用媒体が作製できる．  

・ローター内で自己密度勾配形成が可能．  

・本品を含む溶液中で，核酸，タンパク質，多糖類を化学的に測定することが  

  できる．  

・サンプルの回収が容易．本品を除去せず細胞培養することも可能．  

・密度勾配遠心法により核酸，タンパク質，多糖類，核タンパク質，細胞オル  

  ガネラ，細胞，ウィルス，細菌の分離が可能．  
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（コスモ・バイオ株式会社ホームページより引用）  

 

 Histodenz を用いた細菌画分の分離は，Berry らの手法を改変して行った（Berry 

et al., 2003; Koch et al.,  2001; Musovic et al.,  2006; Unge et al.,  1999; Williamson et 

al.,  2007）．  

 

【試薬】  

・1.3 g/ml histodenz 水溶液  

50 ml 容遠沈管（Corning）に histodenz を 30 g 入れ，滅菌水で 50 ml にフィル

アップた．histodenz の粉末が完全に溶けるまで vortex mixer で懸  濁 後 ，

121℃，20 min オートクレーブし， 1.3 g/ml histodenz 水溶液を調製した． 1.3 

g/ml histodenz 水溶液は 4℃で保存した．  

・滅菌環境水  

湖沼水，または土壌懸濁液を濾過滅菌後， 121℃，20 min オートクレーブし

て用いた．  
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【操作】  

1. 菌懸濁液を分注した 2 ml 容チューブの下端から， 1 ml ツベルクリン用テル

モシリンジ（TERUMO）と 21 G×1 1/2” (0.80×38 mm) テルモ注射  針

（TERUMO）を用いて 1.3 g/ml histodenz 水溶液を 1 ml 加えた．  

2. 4℃，10,000×g， 30 min 遠心した．  

3. 水層と histodenz 層の界面付近 400 l を新しい 2 ml 容チューブに移した．  

4. 4℃，15,000 rpm， 15 min 遠心し，上清を捨てた．  

5. 菌懸濁液と同じ環境サンプルから作製した滅菌環境水 1 ml で再懸濁した．  

6. 4，5 の操作を 3 回繰り返し，混入している histodenz を除去した．  

7. 菌懸濁液を試験管に移し， 30℃で静置した．  

 

 

補章 12. Polymerase chain reaction (PCR) 

【反応系】  

 DNA polymerase にはタカラバイオ社の Ex Taq®を用いた．反応液の組成を

Table S3 に示す．  

 

Table S3. PCR の反応系  

試薬  16S rRNA 解析用  

Template DNA 100 ng 相当  

Primer-F（50 M）  1.0 l 

Primer-R（50 M）  1.0 l 

10×Ex Taq  buffer 10 l 

dNTP mix（各 2.5 mM） 8.0 l 

Ex Taq 0.5 l 

dH2O fill up to 100 l 

 

【反応サイクル】  

 サーマルサイクラーには PCR Thermal Cycler dice Standard (Takara Bio, Shiga, 

Japan)を用い，下記 Table S44 のプログラムで行った．  

 

Table S4. PCR のプログラム  

5 min 1 cycle 

1 min  
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1 min  

1.5 min 30 cycle 

7 min  

∞  1 cycle 

 

 

補章 13. エタノール沈殿  

【試薬】  

・TE buffer 

10 mM tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris) -HCl (pH8.0) 

1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  

・5M NaCl 

・Ethachinmate (Nippon gene)  

・99.5%エタノール（ -30℃で保存）  

・70%(vol/vol)エタノール（ -30℃で保存）  

 

【操作】  

1. PCR 産物 100 l を 1.5 ml 容チューブに移した．  

2. TE buffer 300 l， 5M NaCl 40 l，Ethachinmate 0.5 l を加えた．  

3. 5 sec vortex mixer で攪拌した．  

4. 冷凍保存している 99.5%エタノール 1 ml を加えた．  

5. 氷上で 5～10 min 静置した．  

6. 15,000 rpm，4 ℃， 15 min 遠心し，上清を捨てた．  

7. 冷凍保存している 70%エタノール 400  l でリンスした．  

8. 15,000 rpm，4 ℃， 15 min 遠心し，上清を捨てた．  

9. デシケーターとアスピレーターを用いて 5 min dry up した．その際，チュー

ブは紙製のチューブ立てに立て，アルミホイルで包んだ．  

10. TE buffer 15 l に懸濁した．  

11. 37 ℃で 15 min～一晩 incubate した後， 4℃または -30℃で使用時まで保存し

た．  

 

補章 14. RFLP 解析  

 氷上にて以下のように反応液を調製し， 37℃で 2 hr～一晩静置後，アガロー

スゲル電気泳動を行った．  
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エタノール沈殿後の 16S rRNA 3.0 l 

Buffer H 1.0 l 

Sau3AⅠ  0.5 l 

dH2O 3.5 l 

Total 8.0 l 

 

補章 15. マイクロマニピュレータ  

 マイクロマニピュレータ（ Fig. S3）は顕微鏡下での作業により，ガラスキャ

ピラリー内に細胞を吸い込むことで目的の細胞のみを分取することができる装

置である．  

 

【操作】  

1. ガラスキャピラリーをバーナーで炙り，孔径を小さく（～ 20 m）加工した．  

2. 予めアートクレーブ処理により滅菌したマイクロインジェクター内を，シリ

ンジを用いて滅菌水で満たした．  

3. マイクロインジェクターの先端のピペットホルダーにガラスキャピラリー

を接続し，キャピラリーの先端部まで滅菌水を満たした．  

4. スライドガラス上にサンプル溶液を 100～200 l 滴下し，ステージ上に設置

した．  

5. 明視野で細胞とガラスキャピラリーの先端のピントが合うように調節した． 

6. 蛍光視野で蛍光を示す細胞をガラスキャピラリー内に吸い込んだ．  

7. 孔径 0.22 m ポリカーボネート製黒色メンブレンフィルター（MILLIPORE，

GTBP02500）上に細胞を滴下した．  

8. メンブレンフィルターを Km と Ch を添加した R2A 寒天培地上に置き，30℃

で静置培養した．  
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Fig. S3. マイクロマニピュレータを設置した顕微鏡  

 大和ユニオン社製マイクロマニピュレータを設置した顕微鏡の改造例（有限

会社大和ユニオンホームページより引用）．  

 

Fig. S4. マイクロインジェクターとピペットホルダー  

 大和ユニオン社製マイクロインジェクターとピペットホルダー（有限会社大

和ユニオンホームページより引用）．マイクロインジェクター下部のダイヤルを

回すことでガラスキャピラリー内に空気圧をかけ，細胞を出し入れする．  
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