
1.　は じ め に

プラスミドは微生物の環境適応，進化の過程で重要な
役割を果たしていると考えられているが1,17)，接合伝達
性のプラスミドが多様な宿主の間を移動する中でそれぞ
れの宿主と相互作用しながら宿主に形質を付与する仕組
みにはまだ不明な点が多く残されている。
著者らの研究グループでは，カルバゾール資化菌

Pseudomonas resinovorans CA10株11) より単離した分解
プラスミド pCAR110) の解析を行ってきた。カルバゾー
ル（構造式・分解経路は図 4を参照のこと）はダイオキ
シンの構造類似体であり，毒性・変異原性を有する難分
解性化合物である。pCAR1の全塩基配列（200,231 bp）
は既に決定されており5,16)，カルバゾール分解に関わる
遺伝子群（図 4）については，各遺伝子産物の活性やそ
れらの転写調節機構が詳細に解析されている9)．また，
不和合性（Inc）P-7群に属し，自己伝達性を有する（少
なくとも Pseudomonas 属と Stenotrophomonas 属に接
合伝達可能である）ことも明らかになっている13,14)．
本研究では，複数の pCAR1保持株のカルバゾール分
解能やプラスミド安定性を比較することで，プラスミド
上にコードされた形質が，宿主が変化したときにどのよ
うに変化するのかを解析することを目的とした．

2.　pCAR1 を保持する 3 種の Pseudomonas 属細菌

の生育比較

ゲノム配列既知の Pseudomonas 属細菌である，P. 
putida KT2440株8)，P. aeruginosa PAO1株15)，P. fl uore-
scens Pf0-1株2) にそれぞれ接合実験によって pCAR1を
保持させた（Pf0-1株は選択マーカーとしてカナマイシ
ン耐性遺伝子を染色体に組み込んだため，以降 Pf0-1Km
株と表記する）。これら 3種の pCAR1保持株を，コハ

ク酸とカルバゾール（0.1％ , w/v）をそれぞれ唯一の炭
素源とする無機液体培地で培養し生育曲線を作製した
（図 1）。コハク酸培養では 3株の生育に大きな差は見ら
れなかったが，カルバゾール培養では Pf0-1Km（pCAR1）
株の生育に著しい遅れが見られた。この原因として，（1）
pCAR1そのものまたはカルバゾール分解遺伝子群が安
定に保持されずに脱落してしまっている可能性，（2）分
解遺伝子群は保持されていても，それらが正常に発現し
ていない可能性が考えられた。以降，これらの可能性を
ひとつずつ検証した結果を示す。

3.　コハク酸培養・カルバゾール培養における pCAR1
の安定性解析

まず pCAR1及び分解遺伝子群が安定に保持されてい
るかを調べるため，3種の pCAR1保持株それぞれにつ
いてコハク酸培養及びカルバゾール培養中に経時的なサ
ンプリングを行い，各時点 100コロニーをコロニーハイ
ブリダイゼーションに供して pCAR1上の遺伝子の有無
を調べた。プローブとしては，プラスミドの複製に必要
な repA 遺伝子14) とカルバゾールの初発酸化に必要な
carAa遺伝子を使用した。同時に，これら 100コロニー
のカルバゾール分解能をクリアゾーン形成を指標に調べ
た．宿主・炭素源に関わらず，repAはすべてのコロニー
に保持されていたことから，pCAR1そのものは今回用
いた宿主・培養条件で極めて安定に保持されることがわ
かった（染色体外遺伝因子として保持されて細胞内から
なくならないという意味。遺伝子構造が変化しないとい
う意味ではない）．一方，KT2440（pCAR1）株・PAO1
（pCAR1）株では炭素源によらず，Pf0-1Km（pCAR1）
株ではコハク酸培養時に，いずれの経時点でも 96％以
上のコロニーが carAa 遺伝子及びカルバゾール分解能
を保持していたが，カルバゾール培養時の Pf0-1Km
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（pCAR1）株ではカルバゾール非分解株（∆株）・弱分解
株（d 株）が培養中期に出現し次第に優先化していくこ
とがわかった（図 2）．pCAR1上の複数の領域の PCR
とシーケンス解析によって，これらの株の保持する
pCAR1では挿入配列（IS）間の相同性組換えによって
カルバゾール分解遺伝子群やその転写制御因子の遺伝子
が失われていることが明らかになった（図 3）．∆株はカ
ルバゾール分解遺伝子群全体を欠失しているために分解
能を完全に失っている株，d 株は分解遺伝子群の転写制
御因子をコードする antR 遺伝子を欠失しているために
分解遺伝子群の転写誘導がかからず，構成的プロモー
ターからの弱い転写しか起こらないために分解力がきわ
めて弱くなっている株であった。カルバゾールを唯一の
炭素源とする培地では，カルバゾールを分解できる株の
ほうが有利に生育できるはずだが，なぜこれらのカルバ
ゾール非分解株・弱分解株が優先化するのか興味が持た
れた。

4.　カルバゾール分解に必要な分解遺伝子群の転写解析

そこで，2番目の可能性である，P. fl uorescens Pf0-1
株の菌体内では pCAR1上の分解遺伝子群が発現してい
るのかどうかを調べるため，qRT-PCR を用いた転写解

析を行った。カルバゾールの分解経路において，カルバ
ゾールは pCAR1上にコードされた酵素によって，TCA
サイクルの中間体とカテコールまで分解される（図 4上
段）。これらの酵素をコードする遺伝子は pCAR1上で 2
つのオペロンを構成しており，両オペロンは中間代謝産
物であるアントラニル酸によって協調的に誘導されるこ
とが以前に明らかになっていた7,18)（図 4下段）。そこで，
カルバゾール，アントラニル酸，コハク酸（図 4上段で，
丸で囲んだ）をそれぞれ誘導基質として培養した Pf0-
1Km（pCAR1）株から total RNA を抽出し，qRT-PCR
によって両オペロンの転写量を定量した。前項の結果か
ら，長時間培養した菌体では pCAR1上の分解遺伝子群
が欠失することがわかっていたため，培養時間は 6時間
（コハク酸のみ 4時間）と短くした。両オペロンの転写
量は，アントラニル酸，カルバゾールを基質としたとき
にはコハク酸を基質としたときの約 10～ 40倍に増加し

図 1．コハク酸培養（上）とカルバゾール培養（下）における
3種の pCAR1保持株の生育曲線．
コハク酸とカルバゾールをそれぞれ唯一の炭素源とする無
機液体培地で培養し，OD600または CFU/ml を経時的に測
定した。独立した 3回の実験の平均値を，標準誤差ととも
に示す。

図 2．カルバゾール培養における Pf0-1Km（pCAR1）株の多様化．
カルバゾールを唯一の炭素源とする無機液体培地で P. fl u-
orescens Pf0-1Km（pCAR1）株（wild type，図中白色）を
培養した場合に，カルバゾール分解能を失った株（∆株，
図中黒色）や分解能が弱くなった株（d 株，図中灰色）が
培養中期に出現し，次第に優先化していく。
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ており，転写誘導が認められた（図 4下段）。この結果
から，カルバゾール培養液中の Pf0-1Km（pCAR1）株
内で pCAR1上の分解遺伝子は正常に発現しており，カ
ルバゾールからカテコールまでは分解が進むことがわ
かった。
次に，カテコール以降の分解経路が正常に機能してい
るか調べるため，宿主染色体上のカテコール分解（cat）
遺伝子群についても同様に転写解析を行った（図 5）．
cat 遺伝子群は Pseudomonas 属細菌をはじめとする土
壌細菌に広く分布しており，酵素反応や転写制御機構に
ついて詳細な解析が行われている遺伝子群である3)．
KT2440（pCAR1）株と PAO1（pCAR1）株ではカルバゾー
ル培養時に cat オペロンの転写誘導がかかることが既に
示されており6)（Shintani et al., unpublished），これは既
に報告3) のあるように，カテコールの分解産物である
cis,cis- ムコン酸によって転写制御因子 CatR が誘導され
るためと考えられる（図 5中段）．一方，Pf0-1Km（pCAR1）
株の qRT-PCR の結果，2コピーの cat 遺伝子群は安息
香酸を誘導基質としたときには転写誘導が認められた
が，カルバゾールを誘導基質に用いたときにはいずれも
コハク酸を基質とした場合と同程度の転写量しかなく，
転写誘導は認められなかった（図 5下段）．2コピーの
cat 遺伝子群はいずれも安息香酸分解（ben）オペロン
の一部として存在しているため，安息香酸によって誘導
される転写制御因子 BenR の制御を受けると考えられ
る。したがって，Pf0-1Km（pCAR1）株のカルバゾール
培養時には，pCAR1上にコードされた分解遺伝子群に

よって生成したカテコールは，宿主染色体上の分解遺伝
子群が十分に発現しないために，細胞内に蓄積すること
が示唆された。
このことを裏付ける現象として，Pf0-1Km（pCAR1）
株ではカルバゾール培養中に菌体の色が次第に黒くなる
様子が観察される。これは他の 2株では観察されない現
象である。Pf0-1Km 株のカテコール分解能が KT2440株
や PAO1株のものより弱いことを示すため，カテコー
ル（0.01％ , w/v）を唯一の炭素源とした無機液体培地
に 3株をそれぞれ植菌し，培養後の菌数変化を調べた。
初期植菌量を 5–8× 105 CFU/ml としたときの 1日培養
後の菌数は，KT2440株と PAO1株では 107–108 CFU/ml
と生育が見られたのに対し Pf0-1Km 株では 103 CFU/ml
まで減少していた。カテコールは細胞内で活性酸素種を
生成し，DNA やタンパク質などの生体分子にダメージ
を与えることで，細胞の生育を阻害することが知られて
おり4,12)，この条件で Pf0-1Km 株だけがカテコールによ
る生育阻害を受けることが示された。

5.　ま と め

以上の結果をまとめると，完全な pCAR1を保持する
Pf0-1Km株（wild type）ではカルバゾール培養時に，代
謝中間産物であるカテコールが菌体内に蓄積する。一方，
相同性組換えが起こってカルバゾール分解遺伝子群（ま
たはその転写制御因子）を失った pCAR1を保持する株
（∆株・d 株）ではカテコールの蓄積は起こらず，wild 

図 3．カルバゾール培養における Pf0-1Km（pCAR1）株内での pCAR1構造変化．
PCR で増幅した領域の位置をカッコ付きの数字で示す。組換えによって生成した挿入配列を挟むようにプライマーを設計し，得
られた PCR産物の塩基配列を決定することで，組換え位置を確認した。
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typeの死骸やその分解産物を利用できると考えられる。
したがって，カルバゾールが唯一の炭素源であるにも関
わらず，カルバゾール分解能を失った（または極めて弱
くなった）∆株・d 株のほうが，分解能を持つ wild type
よりも生育が有利になり培養液中で優先化する，すなわ
ち相同性組換えを起こした pCAR1がプラスミド集団中
で優先化すると考えられる。宿主のゲノム構造に起因す
る代謝能力の差によって，特定の宿主でプラスミドの遺
伝子構造変化（進化）が誘発されるという結果は，宿主
がプラスミドに与える影響の大きさを示すものである。
分解能を失った（または極めて弱くなった）∆株・d

株が優先化するものの，カルバゾール培養液中の Pf0-
1Km（pCAR1）株は，定常期には KT2440（pCAR1）株
や PAO1（pCAR1）株と同程度の菌数に達する（図 1）。
これは集団としてのカルバゾール分解能は失われていな
いことを意味する。∆株・d株の割合が増加するに伴って，
宿主染色体由来のカテコール分解酵素量の pCAR1由来
のカルバゾール分解酵素量に対する割合が増加し，上流
経路と下流経路のバランスがとれてくると考えられるこ
とから，プラスミド側の視点に立てば，この現象は

pCAR1が宿主のカテコール代謝能力に適応して，自ら
の構造を変化させたものと捉えることもできる。実環境
中では，pCAR1のような接合伝達性の分解プラスミド
は様々な代謝能力を持つ宿主間を移ってゆくと考えられ
るが，そのような場での分解プラスミドのふるまいを理
解するには，菌群全体を一つの代謝システムと捉える視
点が必要となってくるであろう。
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