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　総　　説（一般）

1.　は じ め に

細胞が分裂にともなって情報を母細胞から娘細胞に遺
伝するのに対し，個々の細胞間，個体間で遺伝情報を授
受することは，遺伝子の水平伝播機構として知られる。
特に，世代時間が短いと考えられる細菌においては，こ
の機構によって，新たな遺伝情報を獲得することで，急
速に進化し，様々な環境に適応すると考えられている。
こうした水平伝播現象の多くは，可動性遺伝因子とよば
れる，遺伝子の「運び手」によって担われている。プラ
スミドは微生物がもつ染色体外の自律的な複製単位で，
天然由来のプラスミドは，環状型または線状型の構造を
とり，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，さらにそれらを有する微生物種（＝宿
主）にも非常に多様性がある。可動性遺伝因子のうち，
接合伝達性のプラスミドは，細菌間の接触（＝接合）に
よって，プラスミドをもつ細菌（供与菌）から持たない
細菌（受容菌）へと複製を伴いながら伝達され，プラス
ミドを受け取った受容菌（＝接合完了体）内部で染色体
とは独立して複製される 14,66)。プラスミドのこのような
性質から，発見されてから現在に至るまで，分子生物学
の有用なツールとして利用され，また大腸菌をはじめと
する，限られた種類の細菌内における性質や対象細菌間
の接合伝達のメカニズムについては，詳細に研究がなさ
れてきた（後述，3の項を参照）。一方，プラスミドの
接合伝達現象は，人為起源の環境汚染物質を分解可能な
微生物の出現や，病院内で深刻な感染症を引き起こす，
数種類の抗生物質に耐性を示す病原菌の出現にも深く関
与することから，環境バイオテクノロジー・医療分野に
おいても重要な研究対象である 34,43,51,57,61)。このような背
景にもとづき，1980年代後半から，実験室内，および

自然環境を模した試料内における，種々のプラスミドの
接合実験が行われてきた。本総説では，可動性遺伝因子
のうち，接合伝達性のプラスミドに焦点を絞り，プラス
ミドの種類やそれらの接合伝達性について概説した後，
環境中における挙動解析の報告例について紹介する。

2.　プラスミドの分類

同一の細菌細胞内に 2種類のプラスミドが存在すると
き，細胞分裂後，双方ともに安定して維持されず，どち
らか片方のみしか維持されない場合，このような性質を
プラスミドの不和合性とよび，これら 2種類のプラスミ
ドは同一の不和合性群に属するという。不和合性は，2
つのプラスミドが宿主内で複製・維持されるための機構
が類似する場合に生じるため，今なおプラスミド分類の
指標に使われている（なお，プラスミドの複製・維持機
構については，これまで複数のプラスミドについて詳細
が調べられており，ここでの詳細な説明は最近の総
説 45,47) に譲り割愛する）。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）のプラス
ミドグループ 27,66) と，土壌や海洋等に生息する
Pseudomonas 属細菌を中心とした 14種の不和合性群
（IncP-1～IncP-14） 71) が知られている（表 1，2）。前者の
グループ内では不和合性群の重複があり，例えば IncA
と IncC，IncB と IncO は同一の不和合性群である。ま
た 2つのグループ間でも一部重複する（IncP=IncP-1，
IncA=IncC=IncP-3，IncQ=IncP-4，IncG=IncU=IncP-6）
が，その他については全く性質を異にするグループがほ
とんどである。一方，グラム陽性細菌を中心に約 18種
（Inc1～Inc15, Inc18等） 68) のプラスミドグループが存在
する（表 3）が，これらは大腸菌では複製されないた
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め，先の 2つの不和合性群の大分類との重複はないと考
えられている。
近年の DNA シークエンス技術の進歩に伴い，次々と

新しいタイプのプラスミドが見出され，2013年 3月時
点で 3964のプラスミドの全塩基配列が米国国立生物工
学情報センター（NCBI）のデータベースに登録されて
いるが，多くのプラスミドについては明確な分類がされ
ていない。また，シークエンス解析されたプラスミドと

は別に，海洋性細菌からのプラスミドの大半は，既存の
分類に当てはまらないこという報告もなされている 31,63).
従って，上述した不和合性群による分類には属さないプ
ラスミドも非常に多い。近年，グラム陽性細菌由来のプ
ラスミドについては，複製を開始する Rep タンパク質
をコードする遺伝子の塩基配列に基づいて，新たな分類
群を提唱し，より多くのプラスミドの分類を可能にした
という報告がなされた（表 3） 22,30)。しかし，同一のプラ
スミド上に複数の Rep 遺伝子をもつプラスミドも存在
する上，同一の不和合性群に属するプラスミドは，必ず
しも同じ接合伝達機構を持つわけではないため，不和合
性による分類は，プラスミドの接合伝達性を分類するの
に必ずしも適さない。そこで Smillie らは，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）（いず
れも後述），それぞれのアミノ酸配列の相同性に基づく
分類を行った 62)。これら 2種類のタンパク質群，MOB
（MOBF, MOBH, MOBQ, MOBC, MOBP, MOBV），MPF
（MPFF, MPFI, MPFG, MPFT）による分類を組み合わせる
ことで，さらに広範囲のプラスミドを分類可能と報告し
ている（表 1–3） 62)。
プラスミドは接合伝達によって微生物間を移動する
が，プラスミド自体に接合伝達に必要な機能遺伝子が備
わっている自己伝達性（self-transmissible）プラスミド
と，自己伝達性プラスミドの接合伝達に伴って移動可能
な可動性（mobilizable）プラスミドとに分けられる。ま
た，プラスミドが接合伝達によって移動可能な微生物の
種類，また微生物細胞の分裂に伴ってプラスミドが複製
可能な微生物の種類の幅を宿主域とよぶ（厳密には，プ

表 1．腸内細菌におけるプラスミドの不和合性群と 
その接合伝達機構における分類

不和合性群 a プラスミド（例）b MOBc MPFc

IncA/C RA1 MOBH MPFF

IncB/O R724 MOBP MPFI

IncD R711b ̶ ̶
IncF F MOBF MPFF

IncG/U (=IncP-6) Rms149 MOBP ̶
IncH R27 MOBH MPFF

IncI R46 MOBP MPFI

IncK R387 MOBP MPFI

IncL/M R446b, pIP135 MOBP MPFI

IncN N3 MOBF MPFT

IncP (=IncP-1) RK2 MOBP MPFT

IncQ (=IncP-4) RSF1010 MOBQ ̶
IncS (=IncHI2) R478 MOBH MPFF

IncT Rts1, R401 MOBH MPFF

IncW R388 MOBF MPFT

IncX R6K MOBP MPFT

a IncAと IncC等，いくつかの Inc群については重複している。
また，表 2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 27,66) に基づく。c MOB，
MPFの分類については Smillieらの総説 62) 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。

表 2． Pseudomonas 属細菌におけるプラスミドの不和合性群
とその接合伝達機構における分類

不和合性群 a プラスミド（例）b MOBc MPFc

IncP-1 (=IncP) RK2, pB10 MOBP MPFT

IncP-2 CAM ̶ ̶
IncP-3 (=IncA/IncC) RIP64 MOBH MPFF

IncP-4 (=IncQ) RSF1010 MOBQ ̶
IncP-5 Rms163 ̶ ̶
IncP-6 (=IncG/IncU) Rms149 MOBP ̶
IncP-7 pCAR1, pDK1 MOBH MPFF

IncP-8 FP2 ̶ ̶
IncP-9 pWW0, NAH7 MOBF MPFT

IncP-10 R91 ̶ ̶
IncP-11 pMG39 ̶ ̶
IncP-12 R716 ̶ ̶
IncP-13 pMG25 ̶ ̶
IncP-14 pBS222 ̶ ̶
a いくつかの Inc 群については表 1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 71) に基づく。c MOB，MPFの分類に
ついては Smillie らの総説 62) 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。

表 3． グラム陽性細菌におけるプラスミドの不和合性群とそ
の接合伝達機構・複製機構における分類

不和合性群 プラスミド（例）a MOBb MPFb Repタイプ c

Inc1 pSK1 ̶ ̶ Unique
Inc2 pII145 ̶ ̶ ̶
Inc3 pT127 ̶ ̶ ̶
Inc4 pC221 ̶ ̶ 7
Inc5 pS177 ̶ ̶ ̶
Inc6 pK545 ̶ ̶ ̶
Inc7 pUB101 ̶ ̶ 19
Inc8 pC194 ̶ ̶ 13
Inc9 pUB112 ̶ ̶ 7
Inc10 pC223 MOBP ̶ 7b
Inc11 pE194 MOBV ̶ Unique
Inc12 pE1764 ̶ ̶ ̶
Inc13 pUB110 MOBV ̶ 22
Inc14 pCW7 ̶ ̶ 7
Inc15 pWBG637 ̶ ̶ ̶
Inc18 pIP501 ̶ ̶ 1

a 例として挙げたプラスミドは Taylorらの総説 68) に基づく。
b MOB，MPFの分類については Smillieらの総説 62) 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。

c Rep タイプの分類（数字）については Jensen ら，および
Lozanoらの論文 22,30) に基づく。「̶」は情報が無いことを示す。
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ラスミドがある宿主に伝達しても，その細胞内で複製で
きない例もあり，複製能と接合伝達能のそれぞれが規定
する宿主域の幅には違いが生じる。ただし，従来の研究
の多くは，プラスミドがある細胞に接合伝達後，複製さ
れることで，その細胞をプラスミドの宿主とみなしてき
た）。プラスミドは，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
れるものと，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ものに大別
されてきた。前者は“広宿主域（broad host range）”プ
ラスミド，後者は“狭宿主域（narrow host range）”プ
ラスミドとよばれる。
今後も発見されるプラスミドの数は増大するものと考
えられるが，新規プラスミドの中には，上で述べたよう
な複製・維持・接合伝達性（頻度・宿主域）について情
報が全く無いものも少なくない。

3.　プラスミドの接合伝達機構

グラム陰性細菌のプラスミドの伝達は，relaxase と呼
ばれるタンパク質によって，接合伝達の開始点（oriT）
に切れ目（ニック）が入れられた後，プラスミドの二本
鎖 DNA のうち，片方の鎖の複製が開始する。伸長した
一本鎖 DNA は IV 型のカップリングタンパク質
（T4CP）の仲介によって，MPF タンパク質が形成する
IV 型分泌装置（T4SS）内部を通って供与菌から受容菌
へと移動することで生じる 62)。多くのプラスミドの塩基
配列が明らかになるにつれ，自己伝達性プラスミドは
MOB（oriT, relaxase, T4CP），MPF（T4SS）の全てを備
えていること，可動性プラスミドは，このうち T4SS を
欠くことが明らかになってきた 62)。このようにグラム陰
性細菌のプラスミドの伝達は，多くのタンパク質によっ
て担われるため，自己伝達性プラスミドのサイズは必然
的に 30 kb以上になる。
一方，グラム陽性細菌のプラスミドの接合伝達につ
いては，Enterococcus 属細菌のプラスミド（pIP501，
pCF10等）や Streptomyces属細菌のプラスミド（pSVH1
等）を中心に研究が進められている。その機構は大きく
2つに分けられる。すなわち，グラム陰性細菌と比べる
とより単純な複合体ではあるが，同様に IV 型分泌装置
内部を一本鎖 DNA が移動することで伝達するタイプ
と，細胞分裂時や胞子形成時の染色体 DNA のように，
二本鎖 DNA が膜隔壁を通じて転位（translocation）す
ることで伝達するタイプである 13)。後者は，細胞が菌糸
を形成して細長く増殖する Streptomyces 属細菌に認め
られ，このタイプの伝達には，二本鎖 DNA の転位に関
与する FtsK 様のタンパク質のみ（TraBと命名されてい
る）が必要とされている 54,76) が，その機構の詳細につい
ては不明な点が多い 16,70)。
プラスミドが接合伝達によって供与菌から受容菌へと
移動する頻度は，多くの場合，以下の手法で求められ
る。プラスミドを有する細菌（供与菌）と，プラスミド
を受け取る可能性のある細菌（受容菌）とを別々に培養
し，液体培地，あるいは固体培地，または水や栄養源は
通すが菌体は通さないフィルター上で混合し，接合させ
る。接合後の混合液を，接合完了体のみ生育できる平板

培地で選抜し，得られたコロニー数を計測して，同時に
計測した供与菌や受容菌のコロニー数とから，供与菌 1 
CFU（colony forming unit）あたり，または受容菌 1 
CFU あたりの数を算出し，その値を接合伝達頻度とす
る。計算上もっとも高い頻度は 1（100）であり，100～
10–8程度まで，その頻度はプラスミドごとに，または接
合する条件ごとに異なる。Maher & Taylor は IncH，
IncM，IncP，IncT，IncW に属するプラスミドを，同一
の供与菌から複数の受容菌に対してそれぞれ一対一で接
合させて，その伝達頻度を調べたところ，プラスミドの
種類によって頻度が異なることを報告した 32)。このよう
な接合伝達頻度の違いは，各プラスミドの接合伝達を担
うタンパク質の性質や，その発現制御機構，供与菌・受
容菌として用いる細菌の種類などによって生じる。

F（IncF），R27（IncH）等のプラスミドについては，
接合伝達に必要なタンパク質の発現は，通常抑制されて
いる。抑制因子に変異が生じ，その抑制が解除される
と，接合伝達頻度が劇的に上昇するため，この様なプラ
スミドは古くから derepressed（drd）プラスミドとして
知られている。一方，高頻度で接合伝達することが知ら
れる RP4（IncP=IncP-1）においては，接合伝達に必要
な遺伝子群の転写が「常時」行われていると考えられて
いる。これら接合伝達を担うタンパク質をコードする遺
伝子群の詳細な転写制御機構については，Frost & 
Karalmannの総説にまとめられているので，そちらを参
照されたい 14)。
グラム陰性細菌のプラスミドの接合時に必須な性繊毛

（sex pili）の性質によって，固体上あるいは液体内にお
ける接合伝達のしやすさが変化することが知られてい
る。例えば IncF に属する F プラスミドの性繊毛は「や
わらかい＝flexible」と表現され，液体内における接合伝
達に適し，高い伝達頻度を示す一方，「固い＝ligid」と
表現される IncP 群の RP4は固体上での接合伝達頻度が
高い。また，IncHI 群に属する R27の接合伝達機構は温
度感受性を示し，14°C以上 37°C以下の温度条件のみで
接合伝達する 32)。IncP-7群に属する pCAR1および
pDK1は，受容菌が同一であっても，異なる種類の供与
菌から各プラスミドを接合伝達させるとその接合伝達頻
度が変化する 56,79)。また，de la Cruz-Pereraらは，受容
菌として 15種類の異なる細菌を用いて，IncP-1プラス
ミドの接合伝達性について調べたところ，供与菌・受容
菌を一種類ずつ用いた場合と，受容菌を全て混合した場
合の接合実験の結果，接合伝達の成否が異なったと報告
している 13)。このように，プラスミドの伝達頻度は，そ
の宿主や環境因子によって大きく変化することが実験室
内の研究においても知られている。

4.　プラスミドの接合伝達現象の可視化

3で述べたようなプラスミドの接合伝達がどの程度の
頻度で生じるのかを測定するには，供与菌が感受性とな
る抗生物質耐性を受容菌に付加し，プラスミド上には，
別の抗生物質耐性遺伝子を付加することが多い。こうす
ることで，供与菌，受容菌，接合完了体の区別が簡便と
なる。一方，自然界におけるプラスミドの伝播効率を調
べる場合，元来抗生物質耐性をもつ微生物が数多く存在
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するため，こうした抗生物質マーカーによる選抜方法は
あまり適当でない。そこで，自然界に存在しにくいマー
カー遺伝子として，lacZY，gusA，luxAB，luc，gfp，
xylE などを用い，抗生物質耐性能と組み合わせて検出
を行う方法が用いられる 64)。LacZY はラクトースの資
化能を，他の遺伝子は生物発光を指標にすることができ
る。特に，lacプロモーターと抑制因子 LacI を組合せて
蛍光タンパク質の発現を制御することで，接合完了体の
み蛍光を示す手法は広く利用されている 64)。本システム
では，プロモーター下流から発現する蛍光タンパクの遺
伝子（gfp 等）をプラスミド上に搭載させ，供与菌の染
色体上には抑制因子である lacI 遺伝子を挿入しておく。
すると，プラスミドが供与菌内に留まる間は蛍光タンパ
ク質が発現しないが，プラスミドが接合伝達によって他
の微生物に移動すると，脱抑制して発現し，蛍光を示す
ようになる 64)。供与菌を混合した微生物集団内にどのよ
うな微生物が存在するのかが分かっている場合には，混
合液を，パラホルムアルデヒド溶液を用いて固定化し，
標的とする微生物の 16S rRNA に対して，標識したプ
ローブとハイブリダイゼーションさせる fluorescens in 
situ hybridization（FISH）法と組み合わせる場合もある。

FISH 法は，細菌細胞内に高コピーで存在する 16S 
rRNA を標的として検出するには適しているが，一般に
は低コピーのターゲットを検出するのは難しい。Niki & 
Hiraga は，プラスミドを断片化し，蛍光色素を各断片
に取り込ませてプローブとして用いることで，低コピー
プラスミドを一分子レベルで検出することに成功してい
る 41)。また，近年は，ターゲット配列周囲の DNA 領域
自体を等温条件下のローリングサークル複製機構を利用
した増幅を行った後にブローブで検出したり，プローブ
結合後にシグナルを増幅したり，ターゲットとなる
DNA 領域に対して高密度にプローブを設計したりする
等，FISH 法のシグナルを増強することで，低コピーの
遺伝子の検出が可能になりつつある 80)。

5.　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，3で述
べたような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，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，難培
養性，または未培養と考えられている。こうした微生物
には，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
ていた）細菌が培養できない状態に変化した細菌，など
様々な細菌が含まれる。従って，培養可能な細菌を対象
とし，実験室内の接合実験の結果に基づいて決められ
た，プラスミドの接合伝達頻度や宿主域は，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。そこで，難培養性・未培養
細菌を含む，非滅菌の環境試料を用いたモデル環境やモ
デル生態系を作製し，そうした試料内におけるプラスミ
ドの伝達頻度の測定や，宿主域の調査が実施されてき
た。

5.1　土壌中におけるプラスミドの接合伝達

土壌には非常に多様な細菌が生息するが，その数や種
類は，土壌自体の性質や，その土壌に生育する植物種に
よっても変わり，気候の変動に伴う気体成分，液体成
分，固体成分の割合・性質の変化にも影響される。環境
変動に伴って遺伝子を授受しうる微生物の数・種類が変
化することで，プラスミドの接合伝達頻度も変化するこ
とが予想される。このように，様々な因子によって変動
する自然環境を完全に再現するようなモデル環境・生態
系を構築するのは不可能であるため，いくつかの環境因
子を限定した人為的なモデル環境を作製せざるを得な
い。従って，各々の研究によって，設定する環境因子が
異なるため，それらを同列で比較することは難しいが，
ここではいくつかの報告例について表 4に示した。
土壌におけるプラスミドの接合伝達の成否に，影響を
及ぼす非生物的な因子としては，土の湿度や温度 49)，
pH 50)，土を構成する成分の違い 48) などが挙げられる。
また，生物因子としては，ミミズや原生生物，菌類が存
在する場合に，プラスミドの接合伝達頻度に変化が生じ
ることが報告されている（表 4）。また土壌に含まれる
栄養源もプラスミドの伝播に影響を及ぼすことが知ら
れ，一般に栄養が豊富な場所で接合伝達が起きることが
多く，特に植物の根の周囲（根圏）で高い頻度で検出さ
れた 75)。また，実験室内で行われるフィルター上での接
合実験より，アルファルファの芽とともに行った接合実
験の方が，伝達頻度が高いという報告もある（表 4）。
さらに，施肥を行った土壌もプラスミドの伝播が生じや
すい場所として知られており，特に堆肥中に抗生物質等
が含まれている場合，遺伝子組換え微生物の耐性遺伝子
と共にプラスミドが土壌中の土着の細菌に伝播したとい
う報告もある 4)。

5.2　水環境中におけるプラスミドの接合伝達

地球の表面積のうち 70％以上は海に覆われており，
様々な微生物が生息している。また湖沼や川，池といっ
た様々な淡水環境も地球各地に点在しており，同じよう
に多種多様な微生物が生息している。モデル水環境にお
けるプラスミドの接合伝達頻度を測定した研究例につい
て表 5に示した。自然の水環境を完全に模することは不
可能であり，また各研究の結果を比較することは難しい
点は土壌の場合と同様である。
水環境の多くは，土壌に比べて細菌密度が低く，また
栄養源も乏しいが，局所的にバイオフィルムと呼ばれる
微生物集団の構造体を形成する。近年，自然界に存在す
る微生物の大半は物質の表面にバイオフィルムの形態を
とるとも考えられている 12,44)。バイオフィルムは微生物
集団が高密度に凝集していて微生物同士の接触が生じや
すい上，外界からの攻撃を受けにくいため，プラスミド
の伝播が生じやすいと考えられている。実際に，河川の
底の岩上の細菌群集（バイオフィルム）において，高い
頻度でプラスミドの接合伝達が検出された（表 5）。ま
た共焦点レーザー顕微鏡を用いて，バイオフィルム内に
おける接合伝達体を細胞レベルで検出し，バイオフィル
ムのどこでどの程度接合伝達が生じているのかを明らか
にした報告もある 7,78)。
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土壌や水環境におけるプラスミドの挙動解析の中に
は，プラスミドの接合伝達能を利用して，環境汚染物質
による汚染サイトの浄化を図るために行われた報告例も
ある。従来，汚染サイトとは別の場所で単離された，汚
染物質を代謝あるいは分解可能な微生物を汚染サイトに

投入して浄化する手法は，バイオオーグメンテーション
として知られる。しかし，本手法は，その汚染除去の確
度が低いことが問題となっている。これは投与した分解
菌が，土着の微生物との競合によって淘汰され，本来の
分解力を発揮できないことに起因する場合が多い。そこ

表 4．土壌・根圏等におけるプラスミドの接合実験とその伝達頻度

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 a 結果 文献

土壌 滅菌；28°C 12 d D: Echerichia coli HB101（pBLK1-2）
R: Rhizobium fredii USDA 201

1.8×10–4

受容菌あたり
48

土壌 栄養源を添加した非滅菌土壌，
28°C

3–6 d D: Echerichia coli
R: E. coli CV601

pTH16: 6.2×10-4

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

46

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°C

48 h D: P. putida KT2442 lacIq::dsRed（RP4::gfp）
R: 土着の細菌

1.49×10–4

受容菌あたり
39

土壌 非滅菌，砂質土壌（水分含量
60％），4，10，15，25°C

22 d D: E. coli K12 J5-3（RP4）
R: 土着の細菌

4.6×10–3

供与菌あたり
64

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°C

17 d D: KT2442LacIq/TOL,gfp,Km
R: KT2440 Tc+

菌糸なし：1.46×10–3.
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

54

根圏 コムギ根圏，非滅菌
16 h 明条件 20°C，8 h 暗条
件 16°C
サイクル

8 d D: Pseudomonas sp. R2f（RP4）
R: Pseudomonas. sp. R2f

1.7×10–2

供与菌あたり
75

根圏 非滅菌，オオムギ根圏，室温 7 d D: P. putida KT2440::lacIq1（pKJK10）
R: 土着の細菌

6.32×10–2～1.12×10–1

供与菌あたり
40

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°C

6 d D: P. putida KT2442（pKJK5::gfp）
R: P. putida LM24

Pea: 4.0×10–2

Barley: 5.9×10–3

いずれも供与菌あたり

36

根圏 滅菌，ヒエ根圏，砂＋植物，
砂
12 h ごとに明条件（25°C），
暗条件（15°C）
サイクル

95 h D: Pseudomonas fuorescens AS12（pSS501）
R: Serratia sp. RF7

根圏：8.9×10–11

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

25

根圏 非滅菌，コムギ根圏 16 h 明
条件 20°C，8 h 暗条件 16°C
サイクル

7 d D: Pseudomonas sp. R2f（RP4）
R: Pseudomonas. sp. R2f または土着の細菌

R2f: 7.1×10–3

土着細菌：1.1×10–3

いずれも供与菌あたり

48

根圏 非滅菌，ビート根圏にフィル
ターを投入，15–20°C

24 h D: Pseudomonas marginalis 376N（pQBR11）
R: Pseudomonas aureofaciens 381R

1.3×10–8～5.1×10–5

受容菌あたり
29

植物
アルファルファ

非滅菌の種および芽，22°C 9 d D: Lactococcus lactis SH4174
R: L. lactis BU-2-60

1.1×10–1～3.9×10–1

受容菌あたり
73

芽
アルファルファ

非滅菌，芽，20°C 9 d D: P. putida LM50（pKJK5::gfp）, P. putida 
LM50（TOL::gfp）
R: 土着の細菌

pKJK5: 3.4×10–4

TOL: 2.0×10–6

いずれも供与菌あたり

37

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）
R: Pseudomonas syringae Cit7xylE

1.0×10–2

供与菌あたり
5

土壌＋動物 非滅菌土壌，ミミズ，20°C 14 d D: Pseudomonas fluorescens C5t（pJP4）
R: 土着の細菌

ミミズなし：2.8×10–4

ミミズあり：6.9×10–2

いずれも供与菌あたり

10

土壌＋動物 非滅菌土壌，ミミズ，20°C 14 d D: Alcaligenes eutrophus JMP222N（pJP4）
R: P. fluorescens C5t

ミミズなし：伝達せず
ミミズあり：1.9×10–6 ~ 
2.3×10–6

いずれも供与菌あたり

11

a Dは供与菌を，R は受容菌を表す。
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表 5．水環境内におけるプラスミドの接合実験とその伝達頻度

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 a 結果 文献

海水 非滅菌，37°C 20 h D: E. coli 15（pRAB15）
R: E. coli K12 185

4.9×10–9

供与菌あたり
8

海水 非滅菌；6 or 20°C 24 h D: Vibrio cholerae NVH4122/E. 
coli NVH4061
R: Aeromonas salmonicida 
subsp. salmonicida AL2027

3.0×10–7 ~ 5.0×10–3

受容菌あたり
26

海水 滅菌，15–20°C
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
D: E. coli K12 UB1832（pCE328）

8.5×10–6

供与菌あたり
28

人工海水 滅菌，フィルターを投入，
24–28°C

24 h D: Vibrio sp. S142（RP4），E. 
coli 803（RP1）
R: Vibrio sp. S141

3.6×10–2

受容菌あたり
17

海水，堆積物 滅菌，20–23°C 18 d D: E. coli LCB69 C600（RP4）
R: E. coli LCB402 CGSC 6173

1×10–4

供与菌あたり
6

海水，堆積物 非滅菌；15°C 44 d D: Aeromonas salmonicida 718
（pRAS1）
R: 土着の細菌

3.4×10–1

受容菌あたり
52

河川水 滅菌，20°C 96 h D: E. coli EC15（river water 
isolate）
R: E. coli 416S または J62

1.6×10–4

受容菌あたり
38

河口水 /堆積物 非滅菌，20°C 5 d D: Pseudomonas putida PF015
（pGTE26）
または KT2442（pGTE26）
R: P. putida KT2442-nalr, PF015
（pGTE27）
または土着の細菌

pGTE27が PF015間でのみ伝達
4.8×10–2

受容菌あたり

3

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°C

24 h D: 土着細菌のもつ天然の水銀
耐性プラスミド
R: P. putida KT2440

3.7×10–6

受容菌あたり
2

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°C

24 h D and M: P. putida KT2440
（pD10, pQKH6または pQKH9）
R: P. putida UWC6または
UWC5

pD10 の可動性
Up to 7.2×10–4

受容菌あたり

18

河川水 /ボウフラ 非滅菌，河川水，10または 25°C
滅菌水＋ボウフラ，明条件 18 h，
暗条件 6 h のサイクル，25°C

15 d/3 d D: Bacillus thuringiensis subsp. 
israelensis IPS82（pBC16），B. 
thuringiensis subsp. israelensis 
AND931（pXO16::Tn5401）
R: B. thuringiensis subsp. 
israelensis GBJ002/IPS70

河川水：
pBC16は伝達せず
pXO16, 10°C 7.7×10–4

pXO16, 25°C 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

72

湖水 滅菌および非滅菌，16–37°C 72 h D: P. aeruginosa RM2100
（R68.45）
または RM2180（FP5）
R: P. aeruginosa RM273または
土着細菌

滅菌水 R68.45が RM273に伝
達　2.0×10–3

その他は検出されず
供与菌あたり

42

湖水 栄養源のない合成湖水，21°C 18 h D: P. aeruginosa PAO4032
（R68.45）

R: P. aeruginosa PAO1168 また
は土着細菌

土着細菌には伝達せず
PAO1168: 6.8×10–5（bulk 
water）5.6×10–3（neuston）
供与菌あたり

24

飲料水 滅菌，25°C
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）
D: E. coli HB101（pHSV106）
R: E. cloacae 107A

2.43×10–9~2.14×10–7

受容菌あたり
53

汚染水 非滅菌，廃水処理反応槽，
18–22°C

32 d D: P. putida KT2442
（pWW0::gfp）
R: 土着の細菌

1.9×10–1～8.9×10–1供与菌あた
り

35

下水 濾過滅菌，22.1°C 31 d D: P. putida UWC8（pQKH6），
Serratia fonticola IB4r（pQKH6）
R: P. putida UWC9

P. putida UWC8: 8.40×10–4

Serratia fonticola IB4r: 3.10×
10–6

いずれも受容菌あたり。

1

a D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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で，宿主に汚染物質分解能を与えるプラスミド（＝分解
プラスミド）の接合伝達を利用して，土着の細菌に分解
能を付与し，汚染サイト全体の浄化力を高めることがで
きれば，この問題を解決できるのではないかと考えられ
た。こうした観点に基づき，IncP-1，P-7，P-9に属する
プラスミドを中心に，宿主に汚染物質の分解能をもたら
すプラスミド（＝分解プラスミド）についての挙動解析
が行われてきた。これらの報告例の詳細については，筆
者らの総説 61) を参照されたい。近年にも，Inoue らが，
高頻度で広範囲の微生物に接合伝達する 2,4-D（2,4- ジ
クロロフェノキシ酢酸）分解プラスミド pJP4（IncP-1）
による報告 21) や，Ikuma らによるトルエン・キシレン
分解プラスミド pWW0（IncP-9）を用いた報告 19,20) があ
る。いずれも，汚染物質の残存量変化とともに，プラス
ミドの接合伝達についてもモニタリングを行い，実際に
プラスミドの伝達が生じ，対照と比べて早く汚染除去が
できると報告している。また筆者らは，ダイオキシンの
構造類縁体である，カルバゾールに対する分解プラスミ
ド，pCAR1について，人為的に汚染したモデル環境を
準備して，同様にモニタリングを行った 58,60)。その結
果，pCAR1は水環境でのみ接合伝達が生じ，接合完了
体もカルバゾールの分解に寄与することが判明した。ま
た，その接合伝達には，環境試料中の二価陽イオンの
Mg2+ と Ca2+ を必要とすることも明らかにした 60)。

5.3　動物の体内・腸内におけるプラスミドの接合伝達

前述の土壌・水環境と異なり，ヒトを含む動物の体
内，特に腸内は，栄養源が豊富であり，極めて多様な微
生物集団が高密度に生息する。また微生物が動物個体と
の共生関係にある場合も多い。近年のメタゲノム解析か
ら，ヒト腸内細菌由来の可動性遺伝因子について，培養
を介さずに検出することが可能になった。その結果，腸
内細菌から新たなプラスミドが見出された 23)。また，ヒ
トの口腔内の細菌からもプラスミドが見出されたり，昆
虫腸内に共生する培養不能な細菌にもプラスミドが見出
されたり 77) している。従って，動物体内でもプラスミ
ドの接合伝達は生じる可能性が高い。実際，ミミズを入
れた土壌内では，ミミズを入れていない土壌に比べて，
プラスミドの接合伝達頻度が上昇したという報告 69) や，
昆虫の腸内でプラスミド伝搬が生じた 11) という報告も
ある（表 5）。また，水環境や腸内環境に普遍的に存在
する繊毛虫が食作用によって細菌を取り込み，プラスミ
ドの伝播を促進する 33) という報告もある（表 5）.
以上に挙げた，環境中におけるプラスミドの接合伝達
性を調べた報告例において重要なことは，供与菌の種
類，環境試料，環境条件（温度，時間，他の生物の存在
等）によって結果が大きく左右される点である。例え
ば，広宿主域プラスミドとして知られる RP4（IncP-1＝
IncP 群，表 1，2）について，多くの報告があるが，そ
の接合伝達頻度は供与菌あたりでも，受容菌あたりでも
10–2～10–4という値が示されている。これに対し，狭宿
主域プラスミドとされる pWW0（または TOL，IncP-9群，
表 2）は，環境によっては供与菌あたり 10–1と RP4よ
りも高い頻度で伝達するとされる一方，その頻度が 10–6

程度という結果もあり，同じプラスミドであってもその
頻度に 105もの違いが生じている（表 4）。このことは，

現状のデータからは，環境中で，どのプラスミドがどの
程度の頻度で伝達するのかという見積もりが非常に難し
いことを意味する。

6.　培養法に依存しないプラスミドの挙動解析

従来は，接合完了体が選択培地上でコロニーを形成す
るかどうか，またはコロニーが蛍光を示すかどうかに
よって，接合伝達の可否を判別することが多かった。し
かし，先述したように，自然環境中に生息する微生物の
大半は難培養性・未培養であることから，培養法に依存
した挙動解析には大きなバイアスがかかることが懸念さ
れる。こうした観点から，近年，培養を介さず，接合伝
達が生じた直後に，その場（in situ）での検出，すなわ
ち細胞レベルで接合完了体を検出する手法が導入されつ
つある 65)。前述したシステムによって蛍光を示す微生物
細胞を，共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて観察する
ことで，活性汚泥内のフロックやバイオフィルムなど，
より立体的な構造を作る微生物集団内であっても，プラ
スミドの接合伝達を検出することが可能になってき
た 65)。また，接合完了体の蛍光を検出した後に，その細
胞を分離して解析し，どのような細菌に接合伝達したの
かを調べた報告もある。Smets らのグループでは，マイ
クロマニピュレーターを用いて環境試料中からプラスミ
ドの接合伝達体を細胞レベルで取得し，解析することに
成功した 39)。また，微生物を細胞レベルで高速に分離・
取得する方法として，フローサイトメトリー（FCM）
が用いられつつある。FCM は細胞などの粒子 1個ずつ
を，シース液とよばれる流体に分散させ，流体を細く流
すことで，個々の粒子を光学的に分析する手法のことで
ある。細胞粒子の大きさ・密度等の形態の情報や，染色
した DNA，または蛍光タンパク質等の蛍光についての
情報を，毎秒数千個以上の速度で取得し，それらの相関
を解析するヒストグラムとして作成し，さらに目的の細
胞集団などを毎秒に数千個以上の速度で分取することが
できる。既に FCM を用いて環境試料中からプラスミド
の接合伝達体を細胞レベルで取得したという報告もなさ
れている 40)。これらの研究では，得られた接合完了体を
培養してから遺伝子解析に供しているため，培養不能な
細菌までを対象にしてはいないが，それでも，これまで
に宿主として知られていなかった細胞を得ることに成功
している。
筆者らは，FCM によって蛍光を示す細胞を分離した
後，その細胞に対して φ29由来の DNA ポリメラーゼに
よる等温反応での全ゲノム DNA 増幅（WGA: whole 
genome amplification）を行うことで，分離した細胞を培
養することなく，遺伝子解析に供することを可能にし
た 59)。本手法では，細胞レベルで分離した接合完了体に
ついて，プラスミドをもつことを PCRによって確認し，
さらにその細胞の 16S rRNA 遺伝子の配列を決定するこ
とで，どのような細菌がプラスミドを受け取ったのかを，
同時に明らかにできる。この方法で，従来広宿主域プラ
スミドとして知られ，Proteobacteria 門に属する細菌に
接合伝達する pBP136（IncP-1），狭宿主域プラスミドと
して知られ，主に Pseudomonas 属細菌間を接合伝達す
る pCAR1（IncP-7），およびそれらの中間の性質を示す
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と考えられ，Pseudomonas 属細菌と，大腸菌を宿主に
できる NAH7（IncP-9）を用い，それらの宿主域を調べ
た。その結果，pBP136については，Proteobacteria 門
以外の Actinobacteria 門，Bacteriodetes 門，Firmicutes
門に属する細菌を，pCAR1，NAH7については Pseudo-
monas 属細菌とは細菌綱レベルで異なる細菌を宿主と
して取得し，従来の培養法に依存する手法では宿主とし
て得られなかった細菌を宿主として得ることに成功し
た 59)。得られた宿主には，細胞分裂するとプラスミドを
維持できない「一過的な」宿主も存在することも示唆さ
れ，プラスミドを他の細菌に移す際の「仲介役」にもな
る可能性も示された 59)。

7.　お わ り に

プラスミドの研究は，詳細な分子機構が明らかになっ
ている面と，まだ不明な点の多い面とが混在している。
ある細菌細胞内における挙動については調べられていた
としても，宿主が変わるだけで，その挙動が大きく変化
する場合も少なくない。従って，プラスミド研究は，古
くて新しい分野の一つということができそうである。特
に，近年のシークエンス技術の革新と，微生物の細胞レ
ベルでの分離・解析技術の進展によって，新たな局面を
迎えているといえる。例えば，次々に発見される新規な
プラスミドについても，その宿主域の調査が可能にな
る。また，塩基配列情報の蓄積に伴い，バイオインフォ
マティクス分野との連携も重要と考えられる。Suzuki
らは，IncF，IncH，IncI，IncN，IncP および IncW プラ
スミドの塩基配列と，他の細菌のゲノム配列情報から，
プラスミドと染色体の塩基組成に基づく非類似度を計
算，比較し，それらの進化の過程における宿主域につい
ての予測結果を報告している 67)。こうした情報と実験的
に調査した宿主域とをすり合わせることで，新たな宿主 -
ベクター系を構築できれば，これまで解析の難しかった
細菌の解析ツールとして利用できると期待される。ま
た，これまではいわばブラックボックスであった，環境
中の複合微生物系におけるプラスミドの接合伝達現象に
ついても徐々に研究が進められつつある。こうした難培
養性・未培養細菌を含む複合微生物系内におけるプラス
ミドの挙動解析・宿主域の解析は，開放系における微生
物利用のリスク評価を含め，今後の環境バイオテクノロ
ジー分野においても非常に重要と考えられる。
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