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1.　緒 言

細菌のプラスミドは，染色体とは独立して自律複製可
能な遺伝因子である 6)．接合伝達性プラスミドは，細菌
どうしの接触（接合）を介してプラスミドをもつ細胞
（供与菌）からもたない細胞（受容菌）に複製を伴いな
がら移動することができる（接合伝達）．受容菌は，接
合伝達によってプラスミド上の遺伝情報を獲得し，抗生
物質耐性能や物質代謝能，病原性など新たな形質を得る
ことが可能なため，プラスミドは細菌の急速な進化・適
応能を担う重要な遺伝因子といえる 3,11,24)．このような
観点から，プラスミドの接合伝達現象については古くか
ら研究されており，大腸菌の F プラスミドを中心に，
その分子機構や制御機構の詳細が解明されつつある 3,4)．
一方，土壌や河川，動植物の体内など，複数の細菌が
混在するような実環境中においても，プラスミドの接合
伝達が生じると報告されているが 20,27)，実際にどのよう

なプラスミドが，どのような細菌間を，どの程度の頻度
で接合伝達するのかという点については不明な点が多
い．また，供与菌・受容菌一種類ずつの接合伝達頻度を
測定した研究報告は数多くなされているが，その実験条
件は報告ごとに異なる場合が多く，同じプラスミドにつ
いての報告であっても，環境条件の違いによってその接
合伝達頻度がどれくらい変化するのかを単純に比較する
ことは難しいのが実情である．さらに，細菌を複数種混
合した受容菌群に対する接合実験の報告例は少なく，ど
のような細菌により接合伝達しやすいのかといった情報
も乏しい．
そこで本研究では，環境条件の違いが異なるプラスミ
ドの接合伝達頻度に及ぼす影響を調べるとともに，2種
類の受容菌を混合した際に，どちらの受容菌により接合
伝達しやすいのかを調べる実験系の構築を目的とした．
モデルプラスミドとして，複素環式芳香族化合物，カル
バゾールの分解能を宿主に与える不和合性群 IncP-7群
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に属する pCAR1 10,18) と，ナフタレン分解能を宿主にもた
らす IncP-9群プラスミド NAH7を用いた．pCAR1 8,26)，
NAH7 25) ともに全塩基配列が決定されており，それぞ
れ Pseudomonas 属細菌を主要な宿主とすることが明ら
かになっている 9,18)．また，環境条件の例として栄養源
の違いによる接合伝達頻度の変化を調査した．

2.　材料と方法

2.1.  培地および培養条件

本研究で用いた細菌の培養には LB 15)，LB を 2倍に
希釈したもの（1/2LB），およびリン酸バッファー
（Na2HPO4 2.2 g/L, KH2PO4 0.8 g/L, NH4NO3 3.0 g/L）
に CaCl2·6H2O 0.01 g/L, MgSO4·6H2O 0.2 g/L, FeCl3·6H2O 
0.01 g/L を添加し（NMM-4 22)），コハク酸ナトリウムを
終濃度 0.1％（w/v）となるように添加した培地を用いた．
特に記述がない限り，大腸菌は 37°C で，Pseudomonas
属細菌は 30°C で培養した．平板培地には終濃度 1.6％
となるように精製寒天末（nakalai tesque）を添加して作
製した．抗生物質はアンピシリン（Ap），カナマイシン
（Km），ゲンタマイシン（Gm），リファンピシン（Rif）
をそれぞれ終濃度 100 μg/ml（Ap），50 μg/ml（Km），
30 μg/ml（Gm），25 μg/ml（Rif）となるように培地に添
加した．

2.2.  供与菌・受容菌の準備

本実験で用いたプラスミド pCAR1::rfp（以下 pCAR1
と記載） 16) および NAH7K2（以下 NAH7と記載）は 12)，
Km 耐性遺伝子をプラスミド上に有する．また，pCAR1
については，赤色蛍光タンパク質 RFP（DsRed）を発現
する遺伝子が PA1/04/03プロモーター下流から転写される
ため 5)，その発現を抑制する LacI をコードする遺伝子
を染色体上に組込んだ供与菌を使用した（P. putida 
SM1443 5)）．接合実験の結果が lacI 遺伝子の挿入の有無
による影響を受けないように，いずれのプラスミドにつ
いても SM1443株を供与菌とし，供与菌・受容菌 1種類
ずつの接合実験には，P. putida KT2440RG 株および P. 
resinovorans CA10dm4RG 株を受容菌として用いた（い
ずれも Rifおよび Gm 耐性 17)）．
受容菌 2種類を混合して行う接合実験には，Rif 自然
耐 性 の P. putida KT2440株 お よ び P. resinovorans 
CA10dm4株に，それぞれ赤色蛍光タンパク質（DsRed）
と緑色蛍光タンパク質（GFP）を発現する遺伝子を，ミ
ニトランスポゾン Tn7 を用いて染色体上に転移させた
菌株を以下のように作製して用いた．各蛍光タンパク質
を Tn7 内部に有するプラスミド（miniTn7(Gm)PA1/04/03 
gfp-a, miniTn7(Gm)PA1/04/03 DsRedExpress-a） 7) のいずれ
かと，Tn7 を染色体上の glmS（グルコサミン合成酵素
をコード）の 3' 末端に特異的に転移させるプラスミド
（pUX-BF13，トランスポザーゼを供給） 7)，これらのプ
ラスミドを受容菌に伝達させるためのヘルパープラスミ
ド（pRK2013 2)）それぞれを有する計 3種類の大腸菌と，
受容菌をフィルター上で接合させた．フィルター接合
は，孔径 0.22 μm のメンブレンフィルター（Advantec）
を用いて行った．供与菌・受容菌をそれぞれ一晩培養し
た後，1 ml の培養液を遠心・洗菌し，再度 200 μl の滅

菌済リン酸バッファーに懸濁し，混合液を LB 平板培地
上にのせたフィルター上に滴下して，30°C で一晩静置
して行った．その後，フィルターを 50 ml 容コニカル
チューブに回収し，再度滅菌済リン酸バッファーに懸濁
後，適宜希釈して選択培地に塗布した．出現したコロ
ニーを単離し，それぞれ赤色・緑色蛍光を示すことを確
認後，それぞれ KT2440DsRed および CA10dm4GFP と
して用いた．

2.3.  各プラスミドの接合伝達頻度の比較実験

各プラスミドの接合伝達頻度はいずれも液体中で接合
実験を行って比較した．供与菌・受容菌を LB 液体培地
で一晩培養後，濁度（optical density）OD600が供与菌 0.2，
受容菌 2.0となるように希釈し，それぞれ 200 μl のリン
酸バッファーに懸濁して 2 ml 容チューブ（エッペンド
ルフ）内で混合した．チューブのフタは取り外し，通気
のためにフィルム（Thermo Gas Permeable Adhesive 
seals）をチューブ上部に貼って 30°Cで 3時間静置した．
その後，混合液を適宜希釈して，供与菌と接合伝達体と
が生育する培地（Km を含む LB）と，接合伝達体のみ
が生育する培地（Gm, Km, Rif を含む LB）とに塗布し，
出現したコロニー数を測定した．接合伝達頻度は，供与
菌 1コロニーあたりの接合伝達体のコロニー数によって
算出した．また，2種類の受容菌を混合した場合の接合
実験は，各受容菌の OD600を 2.0となるように希釈した
後，100 μl ずつを混合した 200 μl を受容菌群とし，受
容菌全体の菌体数を上記の供与菌と受容菌 1種類ずつの
接合実験時と揃えた上で，供与菌 200 μl と接合させ，
同様に選択培地に塗布した．その後，ダークリーダー
（BM Equipment Co., Ltd）を用いてコロニーの緑色・赤
色蛍光を観察し，どちらの受容菌に接合伝達したかを調
べた．なお，pCAR1上の RFP（=DsRed）は，これら 2
種類の受容菌いずれにおいても発現するが，コロニー出
現後，GFP の蛍光の方が DsRed よりも早い段階で検出
される 7) ため，先に緑色蛍光を示したコロニーを
CA10dm4GFPと判断した．

2.4.  統計処理

本研究で求めた接合伝達頻度については，独立した 5
連の接合実験を行い，その相乗平均をグラフに示した．
それぞれの供与菌・受容菌の組み合わせで，3つの接合
条件に有意差があるかを Kruskal-Wallis 法にて検定し，
Steel-Dwass 法を用いて多重比較検定をした．有意水準
は P<0.05とした．

3.　結 果

いずれの接合実験も，供与菌を P. putida KT2440株
の派生株，SM1443株とし，受容菌は P. putida KT2440
株と，P. resinovorans CA10dm4株に選択マーカー（抗
生物質耐性または蛍光タンパク質の発現）を付与した派
生株を用いて行った．

3.1.  供与菌・受容菌 1 種類ずつを用いた接合実験の結

果

供与菌・受容菌 1種類ずつを用いた接合実験におい
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て，各菌体を混合する液体を，栄養源を多く含む 1/2LB
にした場合，炭素源と多くのミネラルを含まないリン酸
バッファーにした場合，およびリン酸バッファーに二価
の陽イオン（Ca2+ と Mg2+）を添加した場合の接合伝達
頻度について Fig. 1A–D に示した．なお，二価の陽イオ
ンの添加効果については，過去の我々の研究で，pCAR1
の接合伝達を促すことが明らかになっていた 19,28)．実
際，本研究においても，受容菌に KT2440RG 株を用い
た際，陽イオンの添加の有無によって，接合伝達頻度に
有意な違いが認められ（Fig. 1A），陽イオンを加えない
場合（2.4×10–7）に比べ，陽イオンを添加したバッ
ファー内の伝達頻度（1.1×10–4）は 400倍程度上昇し
た．また，1/2LB 内における頻度（3.4×10–3）は，陽イ
オンを加えたバッファー内における頻度よりも有意に高
かった．また，CA10dm4RG 株を受容菌とした場合にも，
接合伝達頻度に有意な違いが認められ（Fig. 1B），陽イ
オンを添加した場合，陽イオンを添加していないバッ
ファー内での頻度（1.4×10–5）より有意に上昇した
（6.5×10-4）．また，1/2LB 内における接合伝達頻度
（2.0×10-3）の方が，陽イオンを添加したバッファー内
の接合伝達頻度よりも有意に高かった．

NAH7については，KT2440RG株を受容菌とした場合，
陽イオンを添加していないリン酸バッファー内における
接合伝達頻度（1.6×10–5）のばらつきが大きかったもの
の，陽イオンを添加した場合（1.1×10–4）には（pCAR1
同様）有意な違いが認められた（Fig. 1C）．また，栄養
源の豊富な 1/2LB 内の頻度（1.0×10–2）はそれらと比

べても有意に高かった．一方，CA10dm4株を受容菌と
して用いた場合には接合伝達体はいずれの条件において
も検出限界以下であった（Fig. 1D）．

3.2.  2 種類の受容菌を混合して作製した細菌群に対す

る接合実験の結果

実環境においては通常 2種類以上の受容菌候補株が存
在することは自明であるが，供与菌・受容菌 1種類ずつ
を用いて行った接合実験の結果がそのような実環境下で
起こっている現象をそのまま反映しているのかどうかは
明瞭でない．そこで，まず 2種類の受容菌が同時に存在
する場合，供与菌・受容菌 1種類ずつの接合実験の結果
と違いがあるのかどうかを調べるため，供与菌との接合
時に，KT2440DsRed 株と CA10dm4GFP 株を 1：1の割
合で混合して実験を行った．液体接合は 1/2LB 中で
行った（Fig. 1EF）．その結果，pCAR1の供与菌あたり
の接合伝達頻度は，それぞれ KT2440DsRed 株に対して
1.1×10–3，CA10dm4GFP 株に対して 1.2×10–4と有意に
違いが認められた．また，この頻度は供与菌・受容菌 1
種類ずつを接合させた結果と比べると（Fig. 1AB，
KT2440RG 株に対して 3.4×10–3，CA10dm4RG 株に対
して 2.0×10–3），いずれも低下していた．一方，NAH7
については，2種類の受容菌が同時に存在しても，
CA10dm4GFP 株に対する接合伝達頻度は検出限界以下
であり，KT2440DsRed 株への伝達のみが頻度 5.0×10–4

で検出された（Fig. 1F）．この頻度は，供与菌・受容菌
1種類ずつの接合実験における KT2440RG 株への頻度

Fig. 1.  Conjugation frequency of pCAR1 and NAH7 in one-to-one liquid mating assays (panels A to D) or one-to-two liquid mating assays 
(panels E and F) in diff erent compositions.

 P. putida SM1443 was used as a donor of pCAR1 (panels A, B, E) or NAH7 (panels C, D, F), and P. putida KT2440RG (panels A and C) 
or P. resinovorans CA10dm4RG (panels B and D) was used as a recipient. Mating assays between the donor and two recipients mixture 
were performed in the same condition (panels E and F) and each conjugation frequency of pCAR1 (panel E) or NAH7 (panel F) were 
shown. The donor and recipient were mixed in 1/2LB, phosphate buff er with or without cations (Ca2+ and Mg2+). The mean of conjuga-
tive frequency obtained in fi ve times experiments and diamonds showed the frequency of each experiment. Asterisks indicate signifi cant 
diff erence (P<0.05) among the three diff erent conditions.
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（Fig. 1C，1.0×10–2）と比べると低下した．

4.　考 察

本研究では，異なる環境条件下の接合伝達頻度の違い
を比較するとともに，2種類の受容菌が混在してもその
接合伝達頻度を個別に測定できる実験系を構築した．
注目すべき結果として，NAH7の接合伝達頻度が，受
容菌を CA10dm4RG 株にした場合に著しく低下し，検
出限界以下になったことが挙げられる．この傾向は 2種
類の受容菌を混合させても同様であった．NAH7は
IncP-9群，MOBF クラス，MPFT タイプに分類され
る 23)．これらと分類上同一のグループに属するトルエン
分解プラスミド pWW0（P. putida mt-2株由来）は，固
体上で接合した方が液体中での接合伝達頻度よりも 18
倍高く 1)，同じグループのナフタレン分解プラスミド
pCg1（P. putida Cg1株由来）についても，固体上の方
が 10~100倍高い接合伝達頻度を示す 13) という報告が
なされている．従って，NAH7も固体上の接合伝達頻度
の方が高いことが予想されるが，NAH7を有する供与菌
と，受容菌として KT2440RG 株，または CA10dm4RG
株とを用いて平板培地上でフィルター接合させても，
CA10dm4RG 株に対する接合伝達頻度の低下が認められ
た（筆者ら，未発表データ）．従って，本研究で見出し
た NAH7の接合伝達頻度が受容菌を CA10dm4RG 株に
した場合に著しく低下する現象は，固体上か液体中かと
いう接合時の条件にかかわらず生じると考えられる．

pWW0は，供与菌と受容菌の組合せによってはその
接合伝達頻度が受容菌あたり検出限界以下（10–8以下）
から 1近くまで上昇すると報告されている 14)．本報告と
本研究とには，「供与菌あたりの頻度」と「受容菌あた
りの頻度」という違いがあることを考慮しても，NAH7
と同一の分類群に属するプラスミドは，供与菌と受容菌
の組合せによってその接合伝達頻度が変化する可能性が
高い．さらに NAH7は Pseudomonas属細菌から大腸菌
にも，また逆に大腸菌から Pseudomonas 属細菌にも接
合伝達可能であるが，その際に NAH7上の traDEF を
破壊すると大腸菌から P. putida KT2440株への接合伝
達が成立しなくなることが報告されている 9)．この原因
についてはまだ解明されていないが，供与菌と受容菌が
同一の菌株に由来する場合と，異なる菌株に由来する場
合とでは，プラスミド上の接合伝達に必要な遺伝子
（群）が異なることを示している．一方，本研究では，
NAH7上に接合伝達に必要な遺伝子群が完全な形で揃っ
ているにもかかわらず，受容菌を変えた場合に接合伝達
頻度が著しく低下した．この結果は，受容菌側にその頻
度を低下させる原因があることを示唆している．今後，
プラスミドを受け取りにくくなる KT2440変異株や，プ
ラスミドを受け取りやすくなる CA10dm4変異株をスク
リーニングする等の詳細な研究によって，異なる供与
菌，受容菌の組合せにおける接合伝達機構の違いを明ら
かにできるものと期待される．

pCAR1を用いた接合実験において，受容菌を KT2440
株とした場合に，二価の陽イオンを添加していないリン
酸バッファー内では接合伝達頻度が著しく低下した．陽
イオンが KT2440株間における pCAR1の接合伝達を促

進することは我々が既に報告したが 19,28)，本研究におい
て，受容菌を CA10dm4RG 株とした場合にも認められ
た（Fig. 1B）．今後，CA10dm4株を供与菌とした場合の
陽イオンの添加効果について調べる必要がある．一方，
NAH7についても，陽イオンの添加効果に有意な違いが
認められたものの，その接合伝達頻度のばらつきがやや
大きく，pCAR1の場合と比べるとその効果については
明瞭でない．このように伝達頻度が安定しないのは，先
述したように，NAH7は固体表面における接合伝達に適
する接合伝達機構を有しており，液体中での接合は供与
菌と受容菌の接着が安定しないことに起因するのかもし
れない．

2種類の受容菌を混合後，供与菌と接合させたとこ
ろ，pCAR1，NAH7ともに，供与菌・受容菌が 1種類
ずつを用いた場合と比べ，頻度はやや低下したものの，
同様の傾向を示した．この結果は，2種類以上の受容菌
を混合した細菌集団においても，対象細菌への接合伝達
頻度を求め，条件ごとに比較可能な実験系を構築できた
ことを意味している．また，頻度が低下したのは，受容
菌の数自体が，1種類の受容菌を用いた場合に比べて
1/2になっていることに起因するのかもしれない．本稿
で適用した条件は限られているが，今後発現する蛍光タ
ンパク質の違いによって受容菌を区別する実験系を用
い，どのような条件下で，どちらにより接合伝達しや
すいのかを調べられる可能性が高い．我々の以前の研
究で，pCAR1の受容菌として 15種類の菌株を混合し，
陽イオンを添加したリン酸バッファー内で pCAR1を接
合伝達させたところ，P. resinovoransのみが受容菌とし
て得られた 19,21)．一方，本研究では，KT2440株と
CA10dm4株とを混合した受容菌を用い，1/2LB 内で接
合させると，KT2440株への接合伝達頻度の方が高かっ
た（Fig. 1E）．2種類の受容菌を混合後，リン酸バッ
ファー中で陽イオンの有無によって，どちらの受容菌に
接合伝達しやすいかを調べれば，CA10dm4株がプラス
ミドを受け取りやすいのか，CA10dm4株がプラスミド
を受け取る際の陽イオンの添加効果が高いのか明らかに
なるかもしれない．従来，2種類の受容菌を混合した上
で各々に対する接合伝達頻度を調べる実験は，接合伝達
体を選別するための抗生物質耐性マーカーをプラスミ
ド・受容菌の双方に付与し，かつ接合伝達体の選択培地
を別々に作製する必要があった．本研究のように，受容
菌を区別するのに，抗生物質耐性能ではなく蛍光タンパ
ク質を利用すれば，2種類（以上）の受容菌に由来する
接合伝達体を同一の選択培地上で検出できるため，実験
がより簡便になり，多くの接合条件について調べられる
というメリットがある．この実験系を利用すれば，これ
まで研究対象とされにくかった複数の受容菌が存在する
場合の各々に対する接合伝達頻度の比較が可能になり，
異種細菌間の接合伝達に必須な宿主・プラスミド因子の
探索・同定へとつながるものと期待される．
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