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研究成果の概要（和文）：プラスミドは接合伝達によって様々な細菌間を移動可能な遺伝因子である．その宿主
域の情報は，細菌の進化・適応機構を理解する上で重要である．本研究では，嫌気性細菌を含むモデル複合微生
物系から，不和合性群（Inc）P-1群の他，PromA群やInc未知の新規自己伝達性プラスミドを取得した．またこれ
らのプラスミドと既存のプラスミドを用いた接合実験により，接合伝達には酸素が必須でないこと，接合伝達頻
度は好気より嫌気条件下の方が低いことが示された．さらに，モデル複合微生物系におけるIncP-1群やPromA群
プラスミドの宿主域は酸素濃度の違いによって変化することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Behaviors of plasmids under aerobic and anaerobic conditions is important to
 understand bacterial evolution and adaptation mechanism. Exogenous plasmid capturing was performed 
by triparental matings, and self-transmissible plasmids were successfully obtained from model 
environmental samples. They included an incompatibility group (Inc) P-1 plasmid, four Inc PromA 
plasmids and one novel plasmid. Comparisons of conjugation frequency with the captured plasmids and 
IncP-7 plasmid under different concentration of oxygens showed that the oxygen were not required for
 conjugation. The conjugation frequency was lower under low concentration of oxygen, while the 
effect of oxygen changed between different hosts. Based on the mating assays of each donor of IncP-1
 and Inc PromA plasmids with model microbial consortia, the host range of plasmids could change by 
the concentration of oxygen.

研究分野：環境微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
プラスミドは，微生物の生存に必須な染色体
とは物理的に別個に存在するDNA分子である．
プラスミドの多くは，接合伝達と呼ばれる機構に
よって，プラスミドをもつ細胞（供与菌）から，持た
ない細胞（受容菌）へと移動可能で，プラスミドを
得た受容菌（接合完了体）は，プラスミドに由来
する新たな形質を獲得する．プラスミドがどのよう
な種類の細菌に接合伝達するかという宿主域の
情報は，プラスミドの伝播を介した細菌の進化・
適応機構を理解する上で重要である．従来，プ
ラスミドの宿主域は供与菌と受容菌とを1種類ず
つ培養・混合した接合実験によって決められて
きた．しかし自然環境中の微生物の大半は未培
養・難培養性であり，こうした複合微生物系に対
するプラスミドの宿主域については情報が乏し
い．また，こうしたプラスミドが実際に伝播してい
ると考えられる土壌・堆肥・動物体内などの環境
には，好気・嫌気的環境が併存する．研究代表
者が，IncP-1，IncP-7，IncP-9 群というプラスミド
グループに属する接合伝達性のプラスミドにつ
いて，好気条件下で複合微生物系におけるプラ
スミドの宿主を調べたところ，プラスミドの宿主域
は，上述のような実験室内で行った接合実験の
結果と異なり，既知の宿主域よりも広い可能性が
高いこと，また嫌気性細菌もプラスミドを受け取
る可能性を見出した（Shintani et al., 2014 Appl． 
Environ. Microbiol. 80:138）．IncP-1群プラスミド
については，供与菌・受容菌とも大腸菌を用い
た接合実験が行われ，嫌気条件下でもプラスミ
ドが接合伝達することが知られている（Kròl et al., 
2011 Appl. Environ. Microbiol. 77:5079）．さらに，
近年の塩基配列解読技術の革新的な進歩によ
って，微生物のゲノム解析が急速に進むに従い，
プラスミドも次々に見出されている．研究代表者
らは全塩基配列が解読されたプラスミドについ
て，その宿主や，プラスミドの基本機能（複製・維
持・接合伝達）を担う遺伝子群に基づいて分類
を試みた（Shintani et al., 2015, Front. Microbiol. 
6：242）．その結果，多くの嫌気性細菌にもプラ
スミドが存在することが判明した．また，嫌気性
細菌のプラスミドからも，好気性細菌由来のプラ
スミドの伝達を担う遺伝子群と類似の遺伝子群
が見出されている（Smillie et al., 2010, Microbiol. 
Mol. Biol. Rev. 74:4342）．以上のことから，プラ
スミドは，嫌気的環境下でも嫌気性細菌に対し
て接合伝達すると推定される．しかし，嫌気条件
下の複合微生物系におけるプラスミドの宿主域
については全く分かっていなかった． 
 
２．研究の目的 
本研究では，好気環境のみならず，これまで
あまり考慮されてこなかった，嫌気的な環境で生
じるプラスミドの接合伝達現象も対象として，複
合微生物系におけるプラスミドの「真の」宿主域
を解明することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
（1）微好気・嫌気条件下で接合伝達可能なプラ

スミドの探索 
嫌気条件下で接合伝達可能なプラスミドを，既
知プラスミドの中から探すとともに，実際の嫌気
環境を含む複合微生物系から新たに探索した． 
 
（2）微好気・嫌気条件下におけるプラスミドの接
合伝達現象の検出・分離法の確立 
（1）と並行して，先行実験で嫌気性細菌に伝達
することが示唆された IncP-1 群プラスミド
pBP136 を用い，嫌気条件下での接合伝達現象
を検出する手法を確立した．その後，本研究で
得られた嫌気条件下で伝達可能なプラスミドに
ついて，培養可能な既知の好気性または嫌気
性細菌と接合させ，顕微鏡下で観察して，どの
細菌を宿主にできるか検証した． 
 
（3）微好気・嫌気条件下における既存のプラスミ
ドの宿主域の解明 
IncP-1 群プラスミドを，嫌気的環境を含むモデ
ル複合微生物系内の細菌に好気・嫌気条件の
双方で接合伝達させ，フローサイトメリーとセル
ソーター（FACS）によって，接合完了体細胞を
分取した．その後，得られた接合完了体の 16S 
rRNA 遺伝子配列を決定し，プラスミドがモデル
複合微生物系内のどのような細菌種に伝達可
能かを決定した． 
 
（4）新たに見出した接合伝達性プラスミドの宿主
域の解明 
（1）で取得した新たなプラスミドについて（2）と同
様に，既知の好気性・嫌気性細菌に対して接合
伝達するかどうか調べるとともに，（3）の手法を
用いてモデル複合微生物系に対する宿主域を
決定した．  
 
４．研究成果 
研究代表者の先行研究では，プラスミドが接
合伝達した細胞を検出するのに，緑色蛍光タン
パク質GFPを利用してきた．GFPをコードする遺
伝子を，Lac リプレッサーの制御下にあるプロモ
ーターとともにプラスミド上に組込むことで，供与
菌内ではその発現が抑制されるが，プラスミドが
受容菌に伝達して脱抑制すると蛍光を示す．し
かし，GFP が蛍光を示すのには酸素を必要とす
る．当初は嫌気条件下でも蛍光を示すタンパク
質の利用を試みたが，蛍光強度が宿主ごとに大
きく異なることが判明した．そこで，GFP は嫌気
条件下でもタンパク質として発現し，酸素は蛍光
を示す発色団の形成の最終段階にのみ必要な
ことを利用し，嫌気条件の接合実験の後に，短
期間酸素に曝露することで，GFP の蛍光を検出
することとした． 
 なお，実験計画では蛍光タンパク質の他に，
fluorescence in situ hybridization（FISH）法を応
用してプラスミドを検出する手法については，高
確度での検出が難しかったため，本課題を基課
題とする「国際共同研究強化」の課題としてその
手法の改良を試みることとした． 



 既知の接合伝達性のプラスミドとして，IncP-1
群プラスミド pBP136::gfp と，IncP-7 群プラスミド
pCAR1::gfp を用い，好気・嫌気条件で生育可能
な受容菌三種に対し，接合伝達実験を行った．
供与菌としては，絶対好気性細菌
（Pseudomonas putida）と，通性嫌気性細菌 
（Pseudomonas stutzeri）を用いた．その結果，双
方のプラスミドについても，好気・嫌気条件下で
接合完了体が得られ，接合伝達自体には酸素
が必須でないことが示された．また，プラスミドの
接合伝達頻度（ここでは接合完了体の数を供与
菌の数で割った数値を示した）は，好気条件下
よりも微好気・嫌気条件下の方が 10-1～10-3倍
低かった（図 1）．また，pBP136::gfp の接合伝達
のしやすさは，供与菌と受容菌の組み合わせや，
好気・嫌気条件によって異なった（図 1，P. 
putida を供与菌とした場合，好気条件下では
Pantoea agglomerans, Pseudomonas stutzeri, 
Buttiauxella agrestis の順番で頻度が高かった
が，嫌気条件では，Pseudomonas stutzeri, 
Pantoea agglomerans, Buttiauxella agrestis の順
番）．従って，好気・微好気条件で，プラスミドの
宿主域が変化することが示唆された． 

 
図1. 好気・嫌気条件におけるpBP136::gfpの接
合伝達頻度（供与菌あたり） 
 
また，本研究では，モデル複合微生物系とし
て，静岡大学浜松キャンパス内の土，比較的安
定な菌叢をもつ，上昇流嫌気性汚泥床（UASB）
内でメタン発酵を担うグラニュール，および抗生
物質を与えていない牛糞から微生物画分を抽
出した試料を用いた．これらのうち，グラニュー
ルと牛糞由来の試料については，全 DNA を抽
出後，16S rRNA 遺伝子の部分配列に基づく菌
叢解析を行った．また，当該試料からの新規接
合伝達性プラスミドの取得は，既存の可動性プ
ラスミドと受容菌を利用した三親接合を利用して
行った．その結果，各試料内から，自己接合伝
達性プラスミドをもつと推定される受容菌を 300
株以上得ることに成功した．これらのうち，6 種類
（pSN1104-11，pSN1104-34，pSN1104-59，
pSN0729-62，pSN0729-70，pSN1216-29）につ
いては全塩基配列を解読した．各プラスミドの複
製開始を担うと推定されるタンパク質のアミノ酸
配列を，既知の他のプラスミド由来の当該タンパ
ク質のアミノ酸配列と比較して，系統樹を描いた
ところ，pSN1104-59 は IncP-1 群に属するプラス
ミドであった．一方，pSN1104-11，pSN1104-34， 
pSN0729-62，およびpSN0729-70は IncP-1群と

は異なる広宿主域プラスミドのグループ，PromA
群に属することが示され，pSN1216-29 について
は不和合性群未知の新規性の高いプラスミドで
あることが示唆された（図 2）． 

 
図 2. モデル複合微生物系より得られた自己伝
達性プラスミドと，既知プラスミドの複製を担うタ
ンパク質のアミノ酸配列の類似度に基づく系統
樹．Maximum likelihood法，数値はbootstrap法
における％を示す． 
 
また，現在までに，pBP136::gfpやpCAR1::gfp
と同様の接合実験を行い，pSN1104-11 や
pSN1216-29 についても，好気・嫌気条件の双
方で接合伝達すること，嫌気条件の方がその接
合伝達頻度が低くなることも示された． 
好気・嫌気条件下における pBP136::gfp の供
与菌（Pseudomonas putida）とモデル複合微生物
系との接合実験後，接合完了体をFACSで選択
培地にソーティング後，現れたコロニーより全
DNA を抽出し，16S ｒRNA遺伝子配列を解読し
た．また，FACS で接合完了体細胞を 10000－
25000 細胞ほど収集した後，DNA を抽出し，16S 
rRNA 遺伝子配列を解読した．コロニーを形成し
た接合完了体については，PCR でプラスミドをも
つことを確認してから，その 16S rRNA遺伝子配
列を解読し，微生物の種類を同定した．その結
果，嫌気条件で行った接合実験からは，好気条
件下では得られなかった Citrobacter 属と
Klebsiella 属の接合完了体が得られた．また好
気条件下における接合完了体 20000 細胞をソ
ーティングし，その菌叢解析を行ったところ，接
合を行う培地の種類によって，接合完了体の種
類が変化することも判明した．現在嫌気条件で
収集した接合完了体細胞の菌叢解析について
進めているとともに，pSN1104-11::gfp について
も同様の実験を進めている． 
以上から，プラスミドの宿主域は酸素濃度の
違いによって変化することが示唆された．これは
プラスミドの伝播経路を考える際に，その環境の
酸素濃度についても考慮する必要があることを
示している．特に，土壌や水圏など我々の身近



な環境は，同じ場所の試料であっても，地表か
らの深さ，あるいは水深等によって，酸素濃度が
異なるため，プラスミドの動態も変化することが
予想される．また，本研究で微好気・嫌気環境を
含むモデル複合微生物系から得られた新規接
合伝達性プラスミドは，広宿主域であることも判
明した．引き続きこれらの宿主域の調査を行うこ
とで，自然界におけるプラスミドの伝播経路の一
端が明らかになると期待される．また，薬剤耐性
遺伝子の伝播が各国で深刻な問題を引き起こし
ているが，本現象にもプラスミドの接合伝達機構
が深く関与しており，本成果はこうした分野の研
究者にも重要な知見を与えると思われる． 
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