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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

腸球菌 Enterococcus はグラム陽性菌として D 群レン
サ球菌属に分類され，約 20菌種が報告されている。主
にヒトを含め動物の腸管内の常在菌であるが，自然環境
中にも存在する（糞尿による土壌や河川等の汚染）。医
療においては尿路感染症や心内膜炎，胆道感染症等の起
因菌となるが，病原性は低く，一般的には日和見感染菌
とされている 7)。臨床から分離される主な腸球菌は E. 
faecalisと E. faeciumである。それら臨床分離株の多く
は，薬剤耐性，β 溶血毒素（cytolysin）産生，バクテリ
オシン産生，生体組織への付着性等の形質を持つ 2)。こ
れらの形質は伝達性プラスミドや伝達性トランスポゾン
などの可動因子（mobile elements）によって担われてい
ることが多く，薬剤耐性や病原性関連因子の拡散に重要
な役割を果たしている 3)。
私達の研究室では，腸球菌の高頻度接合伝達性プラス
ミドを研究テーマの一つとして，その伝達調節機構とプ
ラスミドがコードする各種遺伝形質の分子遺伝学的解析
を行っている。ここでは E. faecalis のフェロモン反応
性伝達性プラスミド，および私達が発見した E. faecium
の非フェロモン反応性 pMG1型伝達性プラスミドと
pELF1型伝達性線状プラスミドについての研究成果を
中心に紹介する。

2.　腸球菌の多剤耐性化と接合伝達

近年，高度先進医療環境における易感染者の増加に伴
い，多剤耐性化した常在菌や環境菌による感染症が問題
となってきている。特に抗 MRSA（Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus）薬であるバンコマイシンに対し
て高度耐性を示す，バンコマイシン耐性腸球菌 VRE
（vancomycin-resistant enterococci）の医療や環境（家畜，
畜産物）への広がりとそれに伴う院内感染症の増加が欧
米諸国において深刻である 7)。薬剤耐性菌が出現し，広
がる要因として，環境因子では抗生物質の使用による選
択圧が，細菌側の因子では遺伝子伝達機構（genetic ex-
change）が重要である 3)。一般的に，遺伝子伝達機構に
よって外来性遺伝子を獲得した薬剤耐性は突然変異によ
る薬剤耐性より安定で高度の耐性形質を示すことが多
い。そのため耐性遺伝子をコードする伝達性プラスミド
やトランスポゾンによる耐性獲得が腸球菌の耐性化にお
いて重要な役割を担っていると考えられる。特に複数の
耐性遺伝子が集約された多剤耐性伝達性プラスミドや高
頻度接合伝達性プラスミドの存在は，菌の効率的な耐性
化に寄与しており，急速な多剤耐性化を招きやすい。臨
床で深刻な問題となっている VRE は複数の耐性遺伝子
を獲得した多剤耐性菌でもあり，高度バンコマイシン耐
性遺伝子の多くもトランスポゾンやプラスミド上にコー
ドされている（Table 1）。これらの耐性はバンコマイシ
ン産生放線菌や環境菌が持つ遺伝子に由来し，細菌間の
遺伝子伝達機構によって獲得されたと考えられている
（Fig. 1） 7)。

3.　グラム陽性菌の伝達性プラスミド

グラム陽性菌において自己伝達が可能な接合伝達性プ
ラスミドは大きく 2種類に分けられる 3,8)。一つは固形
培地上でのみ接合伝達が可能な伝達性プラスミドと，他
の一つは液体培地中での接合伝達が可能な，いわゆる高
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頻度接合伝達性プラスミドである。2つの違いは液体培
地中でも安定な接合対を形成する機構の有無であり，接
合対形成後のプラスミド伝達機構については類似してい
ると考えられる 19)。一般的に高頻度接合伝達性プラスミ
ドのサイズは他の伝達性プラスミドと比べ数十 kbp 以
上と大きく，その宿主域は比較的狭い。種々のグラム陽
性菌において固形培地上でのみ伝達可能なプラスミドは
多数報告されているが，高頻度接合伝達性プラスミドに
ついては腸球菌と一部の Bacillus 属菌にのみ報告例が
あり，一般的ではない 8)。腸球菌の高頻度接合伝達性プ

ラスミドとして，フェロモン反応性のプラスミドとフェ
ロモン非反応性の pMG1型プラスミドの二種類がこれ
までに報告されている 4,13)。

4.　E. faecalis のフェロモン反応性高頻度 

接合伝達性プラスミド

フェロモン反応性高頻度接合伝達性プラスミドは
1970年代後半に米国ミシガン大学の D.B. Clewell 博士
らが発見した 4)。腸球菌の中でも E. faecalisに特異的に

Table 1. High-level glycopeptide-resistances found in enterococci

Type
DD-ligase 

gene

End of 
peptidoglycan-

precursor  
(target for 

glycopeptides)

MIC (mg/L)
Induction of 

resistance
Mobility

Mobile 
genetic 
element

Localization Main species
Vancomycin Teicoplanin

VanA vanA D-Ala-D-Lac 64－≧ 1000 16－512 ○ ○ Tn1546
Plasmid　
Chromosome

E. faecalis　
E. faecium

VanB vanB D-Ala-D-Lac 4－≧ 1000 0.5－1 ○ ○ Tn1549　
Tn5382

Plasmid　
Chromosome

E. faecalis　
E. faecium

VanD vanD D-Ala-D-Lac 16－128 1－64 × ×* Chromosome*
E. faecium　
E. faecalis　
E. raffinosus

VanM vanM D-Ala-D-Lac ≧ 256 ≧ 64 ○ ○ Plasmid　
Chromosome

E. faecium

*As an exceptional, a vanD gene cluster encoded on the pMG1-like conjugative plasmid was founded in a Japanese VRE isolate. (our un-
published data)

vanR vanS vanA vanX vanZvanH vanYVanA
Enterococcus faecium
transposon; Tn1546 orf2transposase

vanRF vanSF vanF vanXFvanZF vanHFvanYFVanAtransposase

ddlM vanXvanHmurX
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Streptomyces toyocaensis
Amycolatopsis orientalis

VanAtransposaseB. halodurans

Bacillus halodurans
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B. Cereus
B. thuringiensis

Paenibacillus 
popilliae 
ATCC14706
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Fig. 1. Schematic diagram of VanA-type vancomycin-resistance gene cluster encoded on Tn1546 in E. faecalis V583 and their putative origins
VanA 耐性遺伝子をコードするトランスポゾン Tn1546（10,851 bp）の基本構造を示す。遺伝子名の下に GC 含量（％）を示す。
主要な耐性遺伝子の他に付帯遺伝子，調節遺伝子（二成分制御系），転移遺伝子が存在し，臨床分離株は変異，欠失，IS（insertion 
sequence）の挿入などの多様性を認めることが多い。腸球菌 E. faecalis V583株の染色体 DNAの GC含有量 37.5％に対し，耐性
遺伝子の GC 含量が高いことから，耐性遺伝子は他の菌種に起源しており，腸球菌が外来性遺伝子として獲得したと考えられて
いる。それらの遺伝子の由来として，GC 含量及び配列の相同性から，Fig. 1下にリストされたグラム陽性の環境菌や土壌細菌，
抗生物質産生放線菌からそれぞれ獲得したと推定されており 7)，灰色の矢印にてルートを示す。
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存在する（宿主域は E. faecalis のみに限定される）非
常にユニークな伝達性プラスミドであり，低分子ペプチ
ド（フェロモン）によって高頻度接合伝達能が誘導され
る。これは細菌における機能的なフェロモンの最初の発
見例となった 21)。E. faecalis の受容菌は培地中に 7～8
個のアミノ酸から成る疎水性の複数種類のペプチドフェ
ロモンを分泌する。フェロモン反応性プラスミドを保持
する供与菌は，それぞれのプラスミドに特異的な外来性
のフェロモンに誘導され，菌表面に凝集物質を発現す
る。供与菌はこの凝集物質により受容菌と安定な接合凝
集塊を形成し，プラスミドを高頻度に接合伝達する。

フェロモン反応性プラスミドは複数種類が存在してお
り，対応する複数のフェロモンが E. faecalis の染色体
上にコードされ，それぞれが特異的に作用する。フェロ
モンに誘導される一連の接合伝達関連遺伝子とその調節
遺伝子群はプラスミド上にコードされ，極めて複雑な発現
調節が行われている（Table 2） 2,3,5,25)。pAD1（59.3 kbp，
cytolysin 産生），pPD1（58.9 kbp，バクテリオシン
Bac21産生），pCF10（67.7 kbp，テトラサイクリン耐性
Tn925挿入）が詳しく解析され，これらのプラスミドは
類似した伝達調節機構を持つことが明らかとなっている
（Fig. 2） 3,6)。現在，フェロモン反応性高頻度接合伝達性

Table 2. Transfer-related genes and regulatory factors encoded on the pheromone-responsive plasmids

Gene or factor  
(pAD1/pCF10)

Product or structure  
(pAD1/pCF10)

Regulation Function

repA/prgW RepA/PrgW Positive Plasmid replication and transfer-regulation

traA/prgX TraA/PrgX Negative Receptor for sex pheromone and DNA binding (regulate transcription)

traB/prgY TraB/PrgY Negative Suppress the internal pheromone

traC/prgZ TraC/PrgZ Positive Uptake the external pheromone

iad/prgQ iAD1/iCF10 Negative Inhibitor (anti-pheromone)

mD/Qa Small RNA Negative Terminate the transcript of positive regulator

t1, t2/IRS1, IRS2 Inverted repeat sequences Negative Transcription termination signal for positive regulator

traE1, E region (pAD1) TraE1 or RNA? (pAD1) Positive Main key regulator(s) for downstream transfer genes

prgR, prgS (pCF10) RNA molecule (pCF10) Positive Main key regulators for downstream transfer genes

orfY/prgT Unknown Positive Regulator for downstream transfer genes

sea1/prgA Sea1/PrgA Surface exclusion on donor cell

asa1/prgB Asa1/PrgB Form the mating aggregates

IRS (t1/t2)

RepB RepA TraB TraC TraA

Iad TraD TraE1 OrfY

Sea1

Orf1

Asa1pAD1

RepB RepA TraC TraB TraA

Ipd
TraE OrfY

Sep1 Asp1pPD1

mD

PrgP PrgW PrgZ PrgY PrgX

PrgQ

PrgA PrgBpCF10

PrgR
PrgS

PrgT

TraF

Qa

(281) (336) (388) (543) (319)
(22) (118) (101)

(890) (1297)(111)

(321)
(21) (86) (101)

(890) (1,306)
(48)

(333) (545) (384)

(317)
(23)

(333) (545) (383)(309)
(134) (62)

(891) (1,305)
(90)

IRS

IRS

Fig. 2. Transfer-related genes encoded on the pheromone-responsive plasmids
代表的な 3つのフェロモン反応性プラスミドの伝達調節領域の構造と比較を示す。本図のスケールは正確ではなく，また pPD1
の sep1内の IS挿入は除いている。括弧内の数字は推定されるアミノ酸数を示す。pAD1（59.3 kbp; cytolysin），pPD1（58.9 kb；
バクテリオシン Bac21/AS-48），pCF10（67.7 kbp；テトラサイクリン耐性 Tn925）はそれぞれ E. faecalis の分泌する sex 
pheromoneの cAD1（LFSLVLAG），cPD1（FLVMFLSG），cCF10（LVTLVFV）に反応する。各プラスミドの調節領域内には内因
性および外因性フェロモンの拮抗阻害物質である inhibitor（anti-pheromone）をコードする iad（iAD1; LFVVTLVG），ipd（iPD1; 
ALILTLVS），prgQ（iCF10; AITLIFI）遺伝子が存在し，これによりプラスミド獲得後のフェロモン応答がシャットダウンされる。
IRS: inverted repeat sequences
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に関する研究は G.M. Dunny 博士らが pCF10を用いて
継続しており，その詳細な解析結果を報告している 7)。
臨床分離 E. faecalis の多くがフェロモン反応性プラ

スミドを保持しており，それらがコードする cytolysin（β
溶血毒素／バクテリオシン），バクテリオシン，薬剤耐
性，および紫外線耐性について解析がされてい
る 2,3,15,16,20,26,27,30,34)。私達は国内外のヒト及び環境（家畜）
から分離された VREである E. faecalis 株の疫学的研究
から，多剤耐性フェロモン反応性プラスミドが環境（家
畜）からヒトへの薬剤耐性遺伝子の伝播と拡散に関与し
ていることを示してきた 12,17)。

5.　E. faecium のフェロモン非反応性 pMG1 型 

高頻度接合伝達性プラスミド

VREとして数多く分離される E. faecium株について，
1990年代前半までは高頻度接合伝達性プラスミドの存
在は知られていなかった。私達は E. faecium の各種薬
剤耐性とその伝達性を調べる過程で，液体培地中でも伝
達可能なゲンタマイシン耐性高頻度接合伝達性プラスミ
ド pMG1（65.1 kbp: Maebashi, Gunma）を発見し，この
プラスミドについて詳細な解析を行っている 13)。pMG1
の特徴は①フェロモン反応性プラスミドや既知の接合伝
達性プラスミドと DNA レベルで相同性がない，②受容
菌のフェロモン（培養上清）による凝集性や伝達性の誘
導を認めない（非フェロモン反応性），③ E. faecium以
外の E. faecalis，E. hiraeにも接合伝達が可能で宿主域
が比較的広い，などである。この pMG1を保持する供
与菌を受容菌と混和培養すると，顕微鏡下でのみ観察可

能な微細な凝集塊が形成され，接合凝集と考えられた。
pMG1による接合伝達開始直後に転写量が一過性に増加
する遺伝子 traA（TraA; 286 a.a.）が同定された 23)。
traA の変異株は微細な凝集塊の形成と液体培地中での
伝達性が失われたことから，接合凝集塊の形成に関与す
る遺伝子と考えられた。その後，pMG1の全塩基配列の
決定と複製領域，接合伝達関連領域の同定が行われ
た 24)。pMG1はゲンタマイシン耐性トランスポゾン
Tn4001が挿入された伝達性プラスミドであった。また
pMG1の DNA 分子の GC含量は 31.6％であり，E. fae-
cium の染色体 DNA の GC 含量（38–39％）と比較して
低かった。
一方で，国内の病院で分離された複数の VRE 株

（VanA型 E. faecium，E. avium）からバンコマイシン耐
性高頻度接合伝達性プラスミド pHTα，β，γ を分離し
た（Fig. 3） 32)。これらは全て pMG1と DNA レベルで高
い相同性（90％以上）を示すと同時に，pMG1との不和
合性を示す，いわゆる pMG1型バンコマイシン耐性プ
ラスミドであった。全ての pHT プラスミドには VanA
型バンコマイシン耐性トランスポゾン Tn1546が同一の
場所に挿入されており，β がプロトタイプ（Tn1546の
みの挿入）で，α は IS232が，γ は group II イントロン
がそれぞれ挿入された構造であった。pHTβ は Tn1546
の挿入領域を除き 52,890 bp のサイズのプラスミドで，
61個の orf（open reading frame）をコードすると推測さ
れた 28)。これらのうち複製遺伝子 rep を含め，22個の
orf は炭疽菌の病原性夾膜プラスミド pXO2（96.2 kbp）
にコードされる orf と相同性を示したが，そのほとんど
は機能未知であった。pHTβ のトランスポゾン Tn917-
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NdeI

B

E

A F

G

C

D

EcoRI

A

B

SalI

A
A
A

B

BamHI
KpnI

9.9 kb
10.5 kb

7.4 kb

16.0 kb
6.5 kb

2.3 kb

10.3 kb

0.5 kbH

L

0.3 kb I

1

2

3
4

5

678
9

10
11

12

13

14
15
16

1718
19

20 21
2524

23

26

27

R

rep

oriV

22

28
29

vanA

Tn1546
(Vmr)

10.8 kb

traI
(ORF34)

traB(ORF56)
traA(ORF57)

Tra II

Tra III
traC(ORF61)

oriT

Tra I

Aggregation region

Fig. 3. Structure of pHTβ, a VanA-type vancomycin-resistant pMG1-like plasmid
pMG1型プラスミドであるバンコマイシン耐性 pHT βの制限酵素地図と接合伝達領域を示す。VanA 型バンコマイシン耐性は
Tn1546挿入による獲得である。3つの接合伝達領域（Tra I, Tra II, Tra III）はトランスポゾン Tn917-lac挿入変異体の分離と解析
により同定された（黒丸は伝達頻度が低下した挿入部位）。図には複製開始領域 oriV，伝達開始領域 oriT，DNA nickase 遺伝子
traI，伝達性調節遺伝子 traA，traBを示す。
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lac挿入変異体の解析から，3つの接合伝達関連領域（Tra 
I, II, III）を同定した（Fig. 3）。この領域の変異体は野
生型と比較し，伝達頻度が低下あるいは伝達性が失われ
ていた。Tra I 領域には接合伝達関連遺伝子（virB11, 
traG, virB4）のアミノ酸配列に相同性を示す orfが存在
し，この領域は接合伝達の DNA 分泌機構に関する遺伝
子群が存在すると考えられた 19)。Tra I 領域内の接合伝
達に必須の nickase 遺伝子 traI と伝達開始領域 oriT を
同定した 28)。TraI 蛋白（506 a.a.）は N末端領域に活性
に重要なモチーフが存在し，この領域の欠失変異体は接
合伝達を完全に失った。また pHTβ 伝達開始領域 oriT
の検索を行い，orf31と orf32の間の non-coding 領域の
192 bp が機能的な oriT として作用することが明らかに
なった。pHTβ の解析過程で，このプラスミドを保持す
る供与菌（E. faecalis）は弱い自己凝集能を持つことを
発見し，凝集性には Tra I 上流域の orf9～orf13の 5個
の orf が関与することを示した（Fig. 4） 29)。orf9上流に
は強い転写活性を持つプロモーターが存在し，これらの
orf はオペロンを構成することがわかった。このうち
ORF10蛋白（1,209 a.a.）はその一部にグラム陽性菌の
付着因子の一部分との相同性が存在したことから，凝集
形成に直接関与する表面蛋白であることが推察された。
Tra II 領域の traA 上流に存在する orf56は traA とオペ
ロンを構成しており，その欠失変異体の解析から，伝達
性と凝集性に必須な遺伝子であったことから traB と命
名した（Fig. 3，Fig. 4） 29)。traB 変異体では凝集領域の
転写活性が低下しており，traB のトランス位の相補に

よって転写活性が回復したことから，traB は orf9以下
の転写を正に調節する遺伝子であることが示された。さ
らに orf9の欠失変異体は伝達性を完全に失うことから
（traD と命名），これは接合伝達の最重要な鍵となる遺
伝子と考えている（未発表）。これまでの解析で Tra I
領域内にコードされる負の調節因子 TraF 蛋白が traD
プロモーター領域に結合することで転写抑制を行ってい
ることを明らかにし，また Tra III 領域内の伝達関連遺
伝子 traC を同定している（Fig. 4，未発表）。これまで
のところ pMG1型プラスミドにおける接合伝達開始シ
グナルの有無は不明である。
米国のミシガン大学附属病院で分離した VanA 型

VRE の E. faecium 約 600株を解析したところ，pMG1
と DNA レベルで高い相同性を持つ，いわゆる pMG1
型ゲンタマイシン耐性プラスミドを VRE の約 4割が保
持していた 31)。この他にもスペインや台湾でアウトブレ
イクした VRE の E. faecium 株に pMG1とほぼ同一の
プラスミドが存在していることを明らかにしている（未
発表）。それら各国で分離された VREが保持する pMG1
型ゲンタマイシン耐性プラスミドの Tn や IS（insertion 
sequence）の挿入領域を除いた基本のコア構造は pMG1
と同一であり，塩基配列も十数塩基対の違いのみであっ
た。また私達は中国で臨床分離された VanA型 VRE（E. 
faecium）株の解析からバンコマイシン耐性高頻度接合
伝達性プラスミド pZB18を分離した 33)。pZB18の塩基
配列は pMG1との相同性はやや低く（50～80％），遺伝
的には離れているものの，プラスミド全体の構造の類似
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(107 a.a.)

(1,209 a.a.)
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Fig. 4. Regulation of transfer of pMG1-like plasmid pHTβ
これまでに明らかになっている pHT βの接合伝達性の制御機構を示す。接合伝達性のシグナルについてはその有無も含め，不
明である。また Tra II 領域内の正の調節因子 traB（および traA）と Tra III 領域の traC の分子機構の詳細は不明である。Tra I
上流域の負の調節因子 traF の遺伝子産物 TraF蛋白は traD上流のプロモーター領域に結合し，転写活性を抑制する。traD（TraD
蛋白）は下流の接合伝達関連遺伝子群の発現を正に制御するマスター因子であると考えられる。
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性と伝達関連遺伝子群（traA，traB，traD，traF，traI
等の pMG1に特異的な遺伝子）の保存性から，派生型
プラスミドと考えられた（未発表）。

6.　広宿主域伝達性の線状プラスミド pELF1

一般的にプラスミドは環状構造をしており，線状構造
のプラスミドは希である。線状プラスミドは，
Streptomyces 属，Borrelia 属などの限られた菌種で見出
されているものの腸球菌では知られていなかった 11)。近
年，私達は国内外で分離された VRE 株の解析過程にお
いて，腸球菌としては初めての接合伝達可能な線状型プ
ラスミドを発見した 10,18)。現在，この新規の線状プラス
ミド pELF1の解析を進めている。

pELF1（143.3 kbp）は VanA型と VanM型の 2つ耐性
遺伝子群を同時に持つプラスミドで，国内で臨床分離さ
れた VRE である E. faecium AA708株が保持していた。
VanM 型耐性遺伝子群は中国から報告された新規の高度
耐性遺伝子で，これを持つ VRE は主に中国で分離され
ており，これまで日本国内での報告はなかった。AA708
株の解析で，①パルスフィールド電気泳動法（PFGE）
で DNA 切断処理（直鎖化）をしなくとも明確な一本の
DNA バンドが確認される，② PFGE の泳動条件を変え
てもその大きさ（約 143 kbp）は常に一定である，③全

ゲノム配列（WGS）の解析で得られた染色体と 5つの
プラスミドの配列のうち，バンコマイシン耐性遺伝子群
を含む 143 kbpのプラスミド配列のみ環状構造にならな
い，④そのプラスミド DNA の制限酵素切断パターンが
直鎖状として作成した制限酵素地図と一致する（Fig. 5），
⑤その配列には既知のファージ遺伝子が存在しない，こ
とから腸球菌のバンコマイシン耐性線状プラスミド
pELF1（Enterococcal Linear-Formed plasmid）とした 10)。
線状プラスミドは末端の構造から 2つに分類されてい
る 11)。一つは一本鎖 DNA が末端で折れ曲がったループ
構造を持つ hairpin 型であり，Borrelia 属菌のプラスミ
ドや線状ファージに多く見られる。もう一つは，末端領
域に複数の palindrome配列から成る高次構造をとり，5’
末端に terminal protein（TP）が結合することで保護さ
れ て い る invertron 型 で あ り，Streptomyces 属 菌 や
Rhodococcus 属菌等の線状プラスミドに認められる 1)。
pELF1の WGS解析において，一方の末端（左端）側の
約 5 kbp の逆向き繰り返しの領域として得られる配列
データ量がその他の領域と比較して約半分であった。こ
れは，この領域が折り返された hairpin 構造を持つこと
を示しており，そのループ部分の配列は 5’-TATA-3’ で
あった。他方の末端（右端）には大小 10個の palindo-
rome 配列を認めたことから invertron 型が推測された。
プラスミド DNA の gel retardation assay を行ったとこ

(kbp)

194.0  ―

145.5  ―

97.0  ―

48.5  ―
23.1  ―

9.4  ―

6.6  ―

制限酵素処理 Saｌ I SmaI EagI未処理

A.

B.

Fig. 5. Electrophoresis of restriction enzyme-digested pELF1
腸球菌の新規の線状プラスミド pELF1の制限酵素地図（A）とパルスフィールド電気泳動（PFGE）による pELF1の制限酵素消
化（切断）パターン（B）を示す。制限酵素で未処理の DNA は約 143 kbp の大きさを示し，制限酵素で消化した断片は直鎖状
DNAと考えた制限酵素地図で予想される断片が確認される。（文献 10を改変）
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ろ，予想通りに蛋白分解酵素で未処理の右端側 DNA 断
片は電気泳動されず，TPの結合が示唆された（Fig. 6）。
pELF1は左端が hairpin 型，右端は invertron 型の構造
を持つ，これまでに報告がない，いわゆるハイブリッド
型の直鎖状プラスミドであった。pELF1の左端側には
VanA 型耐性遺伝子群が，また中央部分には VanM 型耐
性遺伝子群が存在し，それぞれ外来性に獲得，挿入され
たことが推定された。さらに右端側には，アミノグリコ
シド耐性遺伝子（aadE, aphA-3）とエリスロマイシン耐

性遺伝子（ermB）がクラスターとして存在しており，
これらも外来性に獲得されたことが推定された（Fig. 7）。
多剤耐性 pELF1は複数の腸球菌種へ伝達可能であり，
固形培地上での伝達実験で，pELF1は E. faecium，E. 
faecalis，E. hirae，E. casseliflavus にそれぞれ供与菌あ
たり 10–8～10–3の頻度で伝達し，それぞれの受容菌に多
剤耐性を付与した。pELF1には既知の伝達関連遺伝子
ftsKを含む複数の複製関連遺伝子が存在したが，多くの
遺伝子は機能未知であった。pELF1の複製機構，接合

(kbp)

制限酵素処理 未処理 SacI SmaI

有 無 有 無 有 無蛋白分解酵素処理

194.0  ―

145.5  ―

97.0  ―

48.5  ―

23.1  ―

Fig. 6. Gel retardation assay of pELF1-DNA molecules.
pELF1の DNA分子の gel retardation assayの結果を示す。DNAの蛋白分解酵素（proteinase K）未処理の条件下でのみ，右端を
含む DNA 断片が電気泳動されずにウェル内に留まったことから，右端側に terminal protein（TP）の結合が示唆された。（文献
10を改変）

Tn1546

Tn1546

Fig. 7. Two pELF1-like linear plasmids found in Japanese VRE strains.
腸球菌のバンコマイシン耐性線状プラスミド pELF1と pELF2の構造比較を示す。全ゲノム配列（WGS）解析から，左端は
hairpin loopを形成することが予想され，末端の loop配列は 5’-TATA-3’ であった。右端は複数の palindrome配列を持ち，Fig. 6
で示されたように TP が結合した invertron 型であった。pELF1には左端近傍に VanA 型耐性トランスポゾン Tn1546，中央付近
に VanM 耐性遺伝子群，右端近傍にアミノグリコシド耐性とエリスロマイシン耐性遺伝子クラスターの挿入を認めた。pELF2も
Tn1546の挿入を認め，その挿入部位は pELF1と類似していることから挿入ホットスポットの存在が推察された。いずれの
Tn1546も Fig. 1のプロトタイプとは異なり，中国で分離された VanA 型 VRE にみられる構造と類似しており，耐性遺伝子ある
いは耐性プラスミドの由来は中国であったことが推察される 33)。（文献９を改変）
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伝達機構は極めてユニークなことが考えられることか
ら，現在，これらの解析を進めている。
さらに私達は，pELF1と類似した構造を持つ，いわ

ゆる pELF1型線状プラスミドを，国内で過去に分離さ
れた腸球菌 E. faecium 株や中国の臨床分離 VRE の E. 
avium 株にも見出している（未発表）。また近年，関西
の医療施設において複数菌種（E. faecium, E. raffinosus, 
E. casseliflavus）の VRE 株による院内感染事例が発生
したが，これらの株は共通する pELF1型バンコマイシ
ン耐性伝達性線状プラスミドを保持しており，pELF2
と命名した（Fig. 7） 9)。pELF2は液体培地中で異種間の
伝達が可能であり，その伝達によって多菌種 VRE によ
る院内感染が引き起こされたと考えられた。現在，臨
床において感染症起因菌として注目されている菌種は
E. faecalisと E. faeciumのみである。今後，このような
広宿主域を持つ高頻度接合伝達性の pELF1型プラスミ
ドが環境中に拡散した場合，バンコマイシン耐性を含め
た薬剤耐性遺伝子の担体として，あるいは腸管内の耐性
遺伝子のリザーバーとして他の腸球菌種も問題となるこ
とが考えられる。

7.　腸球菌の高頻度接合伝達性プラスミドの 

研究への利用

腸球菌の高頻度接合伝達性プラスミドは研究の対象と
してだけではなく，解析用ツールとして各種グラム陽性
菌の研究にも利用されている 7)。大腸菌などのグラム陰
性菌と比較して，グラム陽性菌においては効率的な遺伝
子導入法は限られていた。現在，腸球菌の接合伝達機能
を利用した遺伝子導入ツールが開発され，各種グラム陽
性菌の研究解析に用いられている。特にフェロモン反応
性プラスミド pCF10の高頻度伝達性を利用した他菌種
への効率的な遺伝子導入や組換え体の作成などが行われ
ている 7,14)。pCF10の oriT を組み込んだ組換え用プラス
ミドを共存する pCF10による可動化によって他菌種へ
接合伝達させることで，比較的容易に遺伝子導入や，組
換え体の作成が出来るようになった。また私達は pAD1
の接合伝達調節領域の全てを組み込んだクローニング用
ベクターを作成し，フェロモン（cAD1）あるいは拮抗
フェロモン（iAD1）の添加によって厳密な調節が可能
な遺伝子発現系を構築している（未発表）。この遺伝子
発現系は E. faecalis だけでなく E. hirae においても機
能することが示されており，他菌種への応用も可能と考
えられる。この遺伝子発現系を用いることで，宿主菌に
とって致死的な遺伝子のクローン化や遺伝形質の確認が
可能となっている。将来的には pMG1型プラスミドや
pELF1型プラスミドについても，そのような利用が可
能かもしれない。

8.　ま と め

腸球菌は腸管内常在菌として抗菌薬の暴露を受けやす
く，また豊富な遺伝子伝達機構を持つことから，人類に
よる抗菌薬の使用に伴う菌の薬剤耐性化が速やかに進ん
だと考えられている。治療薬としての各種抗菌薬の人へ
の投与，あるいは肥育目的とした家畜への抗菌薬の投与

による選択圧によって耐性腸球菌がそれぞれ病院内，環
境中に増加した。さらに腸球菌の持つ遺伝子伝達機構で
ある伝達性プラスミドや伝達性トランスポゾンによっ
て，耐性遺伝子の遺伝担体への集約と，その効率的な伝
播と拡散が生じた。それらが急速な腸球菌の多剤耐性化
と，VRE を含む多剤耐性腸球菌の増加を加速させた。
このように腸球菌における多様な伝達性プラスミドと遺
伝子伝達機構の存在は，薬剤耐性を含む様々な遺伝形質
の外来からの獲得に寄与し，腸球菌の多様性と進化，環
境への適応に重要な役割を担っている。一方で，腸球菌
が長い進化の過程において，外界から様々な遺伝形質だ
けでなく多様な遺伝担体をも伝達機構として取り込んで
きた。腸球菌には pMG1型や pELF1型の他にも未知の
伝達性プラスミドや新規の伝達機構が存在することも示
されている 22)。これらのプラスミドの多くは非常に大き
く（100 kbp以上），コピー数も少ない（1～2/cell）こと
から，プラスミド DNA の分離，抽出を含め，その解析
は容易ではない。今後，WGS解析が進み，塩基配列デー
タの蓄積によって，徐々にそれらが明らかになると考え
る。同時に，それら伝達性プラスミドを利用した様々な
研究用ツールの開発も可能となるだろう。
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