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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

プラスミドは，染色体 DNA とは物理的に独立した環
状または線状の自律複製可能な DNA である 1)。また多
くのプラスミドは，種々の微生物間を接合伝達によって
水平伝播可能な遺伝因子でもある 2,3)。プラスミドは，
それ自体の複製・維持・伝達に必要な遺伝子とは別に，
病原性，抗生物質耐性，物質代謝に寄与する遺伝子を搭
載する場合も多い。プラスミドを介したこのような遺伝
子の伝播は，受け取った微生物に新たな能力を与えるこ
とから，プラスミドの伝播現象は，微生物の急速な進
化・適応を促す。従って，本現象は環境バイオテクノロ
ジーや医療分野で重要である 4)。

1950年後半から，薬剤耐性遺伝子群を搭載する接合伝
達性のプラスミドが R因子または薬剤耐性プラスミドと
して発見され，我が国でも精力的な研究が行われた 5)。
複製や維持機構などが類似するプラスミドは，同一細胞
内に安定に維持されない不和合性（incompatibility）を
示す。この性質を用いた分類群を不和合性群とよび，
「Inc」の後にアルファベットがつけられる 6)。現在に至
るまで，様々な不和合性群のプラスミドが薬剤耐性遺伝
子を運搬することが明らかになっている。特に，ここ数
年は世界保健機構やアメリカ疾病対策センター（The 
Centers for Disease Control and Prevention）が警鐘を鳴
らし続けているように，世界各国で，これまで効果の
あった複数の抗生物質が効かない多剤耐性菌が出現・蔓
延し，深刻な問題を引き起こしている。この問題の原因

の一端は，薬剤耐性遺伝子を搭載するプラスミドの水平
伝播にあるとされている。例えば，「悪魔の耐性菌」と
よばれるカルバペネム耐性の腸内細菌からは，種々の耐
性遺伝子を搭載した IncFII，IncA（または IncC），IncN，
IncL（または IncM），IncP 群プラスミドが見いだされ
ている 7)。また，このようなカルバペネム耐性の腸内細
菌に対し，いわば「最後の切り札」として用いられたコ
リスチンに対する耐性菌も出現し，その耐性遺伝子が，
IncI2，IncX4，IncHI2および IncP 群プラスミド上に見
いだされた 8,9)。こうした薬剤耐性遺伝子やプラスミド
由来の遺伝子は，我々の食する肉や野菜からも発見され
ており 10)（一部 Smalla，Kら，および Zhu，Y-G ら私信），
多剤耐性菌の蔓延は防ぐべき喫緊の課題となっている。
本特集の他の記事でも述べられているように，こうした
課題には，ヒトのみならず，動物や環境も対象にしたワ
ンヘルス・アプローチの施行が必要である（渡邉，本特
集記事）。事実，土壌や河川など，種々の環境試料や，
そこに生息する微生物からもプラスミドが発見されてき
た 11)。その一方で，そのようなプラスミドが，環境中で
はどのような動態を示すのかという研究報告は驚くほど
少なく，その実態は不明のままである。これは，実際の
多剤耐性菌から見出されるプラスミドは，多くの微生物
間を伝播してきた結果としての「乗り物」であり，その
途中に，どのような「乗り物」を経由してきたのか（あ
るいはしていないのか），その経過がわからないからで
ある。また，それぞれの「乗り物」がどのような微生物
間を伝播しうるのかわかっていないためである。本記事
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では，「環境」を対象としたプラスミドの動態について，
近年明らかになっていることをまとめるとともに，筆者
らが取り組んでいる研究について述べる。

2.　自己伝達性プラスミドの収集手法 

（プラスミドキャプチャリング）

公的なデータベースには既に 20,000を超えるプラス
ミドの全塩基配列が登録されている（ftp://ftp.ncbi.nlm.
nih.gov/genomes/GENOME_REPORTS/plasmids.txt）。 こ
うしたプラスミドと，その宿主の系統分類学上の関係が
重要であることは筆者らの総説や，以前の本学会誌で述
べてきた 12,13)。しかし，これらのプラスミドが，自然界
では，いつ，どこで，どの微生物間をどの程度の頻度で
伝播しているのかという情報は驚くほど乏しい。この理
由の一つは，プラスミドは物質代謝・分解能や薬剤耐性
能等，特定の生理的機能を指標にして取得した細菌か
ら，いわば偶然発見された場合がほとんどで，それが自
然界で伝播するとは限らないためである。また，もう一
つの理由は，プラスミドの接合伝達の可否や，宿主とな
る細菌の種類（宿主域）は，大半が実験室内の供与菌と
受容菌を一種類ずつ用いた接合実験の結果に基づいて決
められており，自然界では，どの微生物に伝播するのか
不明なためである。そこで筆者らを含むいくつかの研究
グループでは，プラスミドが接合伝達することを利用し
て，環境試料からプラスミドを直接収集する手法（プラ
スミドキャプチャリング）を用い，どのようなプラスミ
ドが環境中を伝播しているのを明らかにしようと試みて
いる 11,14,15)。本手法には，プラスミド上の特定の遺伝子
が，宿主に新たに抗生物質耐性能などの生理的機能を与
える性質を利用する二親接合による方法（図 1A）と，
プラスミド自体の接合伝達能のみを指標にする三親接合
による方法（図 1B，後述）がある。接合伝達に必要な
遺伝子が全て搭載され，それ自体のみで他の細胞に接合

伝達可能なプラスミドを自己伝達性プラスミドとよぶ。
一方，接合伝達に必要な遺伝子（領域）を部分的に保有
し，自己伝達性プラスミドが細胞内に共存する際にのみ
伝達可能なプラスミドを可動性プラスミドとよぶ。三親
接合では，自己伝達性プラスミドが可動性プラスミドと
ともに接合伝達する性質を利用して，自己伝達性プラス
ミドを取得する（図 1B）。予め緑色蛍光タンパク質
（GFP）と抗生物質耐性を発現させた受容菌を準備し，
これとは別の抗生物質耐性遺伝子をもつ可動性プラスミ
ドをもつ中間供与菌を準備する（図 1B）。これら 2種の
菌株を，環境試料由来の細菌群集と混合（接合）し，双
方のプラスミドを獲得した受容菌のみが生育できる培地
で選抜する（図 1B）。また，中間供与菌や受容菌および
可動性プラスミドの種類を変えることで，得られるプラ
スミドの種類は異なる。

3.　キャプチャリングで得られたプラスミド

IncP（IncP-1）群プラスミド：プラスミドキャプチャ
リングで得られたプラスミドは，既知の不和合性群に即
して分類されており，多くが IncP（IncP-1）群に属して
いる。IncP 群プラスミドは，1970年代に英国で患者か
ら得られた薬剤耐性プラスミドに端を発し，もっとも初
期のころにその全塩基配列が決定されたプラスミドであ
る 16–19)。本プラスミド群は，高頻度に門や綱の異なる細
菌に接合伝達する広宿主域プラスミドとして知られ，そ
の複製・維持・接合伝達についての分子機構も詳細に調
べられてきた 20)。数多くの IncP 群プラスミドが，これ
まで行われたプラスミドキャプチャリングによって得ら
れていることから 14,21,22)，本プラスミドは，種々の遺伝
子群の「運び手」として，環境中に広く分布していると
考えられる。事実，IncP プラスミドは，先述したよう
に，まだ新しい抗生物質に対する耐性遺伝子を搭載する
ことが判明している 7,8)。また，三親接合の可動性プラ

未知プラスミドの
供与菌を含む
環境微生物群

可動性プラスミドをもつ
中間供与菌

受容菌

環境由来の未知プラスミド，
可動性プラスミドの
双方をもつ受容菌

三親接合

受容菌 環境由来の未知プラスミドを
もつ受容菌

二親接合

未知プラスミドの
供与菌を含む
環境微生物群

抗生物質耐性能等を指標

自己伝達能を指標

図 1．プラスミドキャプチャリング
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スミドに IncQ（IncP-4）群プラスミドを使う場合にも，
IncP 群プラスミドを多く取得できることが知られ，実
際，IncQ 群プラスミドを用いて植物根圏から，種々の
IncP群プラスミドの取得に成功した（Shintaniら未発表
データ）。これまでに，キャプチャリングで得られたプ
ラスミドを含め，IncP 群プラスミドは α から η の 7つ
のサブグループが提唱されている 14,21,22)。また，先に述
べたコリスチン耐性遺伝子をもつ IncP群プラスミドは，
これまでに提唱されたサブグループとは系統学的に異な
る可能性が高い。以上のことから，IncP 群プラスミド
は，広宿主域プラスミドの「代名詞」ともいうべきプラ
スミドであり，その環境中における動態については，あ
まり多くない報告数の中で，大半を占めている 4,23)。

IncPromA 群プラスミド：Brown らは可動性プラスミ
ドに pBBR1とその派生プラスミド 24,25) を用いた三親接
合によって，IncP群以外のプラスミド（IncU，IncNなど）
取得に成功した 14)。そのうちの複数が，類縁の不和合
性群とは少し異なるプラスミドや，不和合性群が全く
未知のプラスミドであった 14)。筆者らも，受容菌に
Pseudomonas resinovorans CA10dm4GFP株 26) を，可動
性プラスミドとして pBBR1MCS-2 25) を用いることで新
たな自己伝達性のプラスミドの取得に成功した 15)。この
うちの 4本は比較的最近提唱された，IncPromA 群プラ
スミドであった。IncPromA群プラスミドは，2009年に，
van der Auweraらによって promiscuous plasmid group A
として命名された 27)。この，「promiscuous」という英単
語はそのまま和訳すると，ここに書くのがためらわれる
意味ももつが，このプラスミド群の宿主域が広いこと，
接合伝達頻度が高いことに由来する。しかし，2009年
当時は 5本の報告にとどまり，あまり重要視されていな
いプラスミド群であった。しかし最近になって，上述し
た三親接合によるキャプチャリングによって取得された
り 28)，農薬の分解菌より認められたりする 29) など，発
見例が増大している。また筆者らは，これらのプラスミ
ドのうち，新たなサブグループに属する 4本のプラスミ
ドの取得に成功 15) しており，さらにその数は増加して
いる。
不和合性群未知のプラスミド：筆者らは，IncP 群，

IncPromA 群に加え，不和合性群未知のプラスミド
pSN1216-29を取得した 15)。本プラスミドは，発見当初，
類似のプラスミドがいずれも臨床株由来の Escherichia，
Klebsiella，Pseudomonas属細菌から見出されていたが，
いずれも宿主に特定の形質を与える既知遺伝子を持た
ず，プラスミドの複製・維持・接合伝達に寄与する遺伝
子群のみをもつと推定された 15)。また，このプラスミド
が，綱を超えて接合伝達可能なことも示された 15)。さら
に，本プラスミドの最小複製単位を決定した 15)。この複
製に必要な領域は，別の pSRC119-A/C という薬剤耐性
遺伝子を複数もつ IncC 群プラスミド 30) 上から見出され
たため，pSRC119-A/C が 2つの複製機構をもつことが
示された。興味深いことに，現在まで知られている
IncC 群プラスミドの宿主域は，Gammaproteobacteria
綱に限定されており 31)，pSRC119-A/C は，pSN1216-29
の複製領域を取り込むことで，その宿主域を広げている
可能性が示された 15)。
以上から，環境には，自己伝達性プラスミドが数多く

未発見のまま残されていること，またプラスミドキャプ
チャリングは，こうした自己伝達性プラスミドを収集す
るのに優れた手法であることが示唆された。

4.　環境細菌群集内におけるプラスミドの宿主域

プラスミドが実際に伝播する環境には，多種多様な微
生物が生息しており，中には培養が難しい菌株も存在す
る。このような実際の環境を反映した条件下におけるプ
ラスミドの宿主域については，これまでに少数の研究
例 32,33) しかなく，ほとんど解っていない。以前の本学会
誌でも述べたように，微生物群集内におけるプラスミド
の接合伝達現象を追跡する際，緑色蛍光タンパク質
（GFP）を利用する手法がよく用いられる 4)。この方法
では，lac改変プロモーターと抑制因子 LacIを組み合せ，
供与菌内では GFP の発現を抑制し，プラスミドが伝達
した後，接合完了体のみ GFPを発現させる 34)。その後，
フローサイトメトリーとセルソーターを利用して，緑色
蛍光を指標に接合完了体細胞を一細胞ずつ選択培地に
ソートして培養したり，蛍光を示す細胞を多数（10,000
以上）マイクロチューブに収集したりした後，DNA を
抽出して菌叢解析を行う。Klümperらは，後者の方法を
用いて明らかにした IncP 群や，IncPromA 群プラスミ
ドの宿主域について報告している 33)。また，筆者らは，
上の方法に加え，一細胞ずつ 96ウェルプレートにソー
ト後，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
子解析に供し，IncP（IncP-1）群に加え，IncP-7，IncP-9
群の宿主域を決定した 35)。最近は，先述した，新たに見
出した IncPromA 群プラスミドや，pSN1216-29につい
ての宿主域も決定しつつある（Tokudaら，投稿中）。
プラスミドがどのような微生物間を伝播するのかを明
らかにする上で，微生物群集のゲノム・メタゲノム解析
の結果は重要な情報をもたらす。事実，多剤耐性菌がど
のようなプラスミドをもつのか，また，実環境中のどこ
にどのような微生物や遺伝子（断片）が存在するのかに
ついては，ある程度定量的に明らかになってきている。
しかし，上述したプラスミドキャプチャリングを含め，
プラスミド（およびその薬剤耐性遺伝子群）は，発見さ
れた環境中で，どの微生物が保有しているのか，その
「持ち主」を明らかにするのは難しい。近年，プラスミ
ドと染色体が同一の細胞に存在する物理的距離の近さを
利用して，細胞内のプラスミド・薬剤耐性遺伝子・染色
体 DNA を，強制的に PCR で連結させたり，共有結合
させたりしてから配列を解読する手法により，どの微生
物がどの薬剤耐性遺伝子・プラスミドを持つのかを明ら
かにする試みが複数なされている 36–38)。前者の手法で
は，まずプラスミドをもつ細胞を，一細胞ずつポリアク
リルアミドの液滴に封入する。次に，プラスミド上の遺
伝子や薬剤耐性遺伝子，および染色体上の遺伝子にそれ
ぞれ固有の配列を併せ持つキメラプライマーを準備し，
エマルジョン PCR を複数回行う。その後，得られた断
片の配列を解読すると，どの遺伝子断片がどの微生物に
由来するのかがわかる（図 2，emulsion, paired isolation 
and concatenation PCR, epicPCR） 36)。後者は，いわゆる
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Hi-C テクノロジーを利用した方法である。プラスミド
と染色体 DNA を，細胞内でホルムアルデヒドを用いて
共有結合させた後，制限酵素処理した断片を環状化し，
ペアエンドリードをシークエンスする。これを，メタゲ
ノム配列とすり合わせることでプラスミドの宿主を同定
する（図 3） 38)。いずれも，プラスミドや薬剤耐性遺伝
子をもつ微生物の種類を一定数同定することができ，こ
れらの手法の有用性は示されている 37,38)。ただし，プラ
スミドについては，それ自体のデータベースが不十分な
こともあり，網羅的な同定には至っていない。

5.　酸素濃度の違いによるプラスミドの接合伝達性の変化

土壌・堆肥・動物体内などの環境は，酸素濃度が必ず
しも大気圧下と同程度ではなく，微好気・嫌気状態にあ
る場合が多い。こうした環境下でもプラスミドは伝播し
ていると予測されるが，このような低酸素濃度の環境を
反映した条件下におけるプラスミドの接合伝達頻度や，

宿主域については報告が少なく，ほとんどわかっていな
い。微生物群集内におけるプラスミドの接合伝達現象を
追跡するのに，緑色蛍光タンパク質（GFP）を利用する
ことが多いが，GFP はその発色団の形成に，酸素が必
須であるため，GFP は嫌気条件下では蛍光を示さな
い 39)。Król らは酸素濃度の低い条件下におけるプラス
ミドの接合伝達性を評価するために，酸素に依存しない
蛍光色素として，フラビンモノヌクレオチド（FMN）
に基づく蛍光タンパク質（FMN-based fluorescent pro-
tein: FbFP）を利用した 40)。本遺伝子を挿入したプラス
ミドが伝達することを，嫌気条件下で調べており，実際
にその伝達頻度が低下することを報告している 40)。一
方，Pinilla-Redondo らは，GFP を嫌気条件下で発現さ
せた後，短期間でも酸素に曝されれば，発色団が形成さ
れ蛍光を示す現象（aerobic fluorescence recovery: AFR）
を利用して，嫌気条件下におけるプラスミドの接合伝達
頻度を測定できることを示した 41)。筆者らは，近年，
IncP 群に属する pBP136 42) に GFP 遺伝子を挿入した，
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接合伝達後の受容菌で蛍光を示す pBP136::gfp 35) と，
AFR を利用して，好気・嫌気の両条件で生育可能な受
容菌三種と接合実験を行い，その好気・嫌気条件下に
おける伝達頻度を比較した。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。前者を用いた際に
は，前培養は好気条件下で行い，接合実験を好気・嫌気
条件で行った。また，後者については，前培養と接合を
好気・嫌気の 2条件ずつ，全部で 4つの組み合わせで
行った。その結果，供与菌・受容菌の種類によらず，ど
の条件であっても，接合完了体を得ることに成功した。
従って，接合伝達自体には酸素が必須でないことが示唆
された。また，その接合伝達頻度（ここでは接合完了体
のコロニー数を供与菌のコロニー数で割った数値を示し
た）については，好気条件下よりも嫌気条件下で接合実
験を行った場合の方が 10–1～10–3倍接合伝達頻度の低下
が認められた。特に，Pseudomonas stutzeri を供与菌と
した場合の結果から，前培養の酸素条件の違いよりも，
接合実験の酸素条件の違いの方が，接合伝達頻度に大き
な違いが認められた（図 4）。従って，酸素は接合時に
必須ではないものの，重要な役割を担っていることが示
唆された。なお，この現象は，pBP136とは不和合性群
の異なる，pCAR1でも同様に認められた（Ochi ら，投
稿中）。また，酸素濃度の違いによって，プラスミドの
見かけの宿主域が変化するかどうかについて，4で述べ
た手法を用いて調べたところ，好気条件下・嫌気条件下
それぞれでのみ宿主として得られた細菌が存在した
（Ochi ら，投稿中）。従って，酸素濃度の違いによって，
プラスミドは接合伝達する「相手」を変え，異なる伝播
経路をとることが示唆された。現在，酸素自体が，プラ
スミドの接合伝達性を変えるシグナルになるのかどう
か，検証を進めているところである。

6.　まとめと今後の展望

本記事では，環境中におけるプラスミドの動態につい
て，近年の情勢を中心に述べてきた。その進展には，近
年の革新的なシークエンス技術と，その情報処理手法
が必須となっていることは疑いない。また，プラスミ
ド配列だけをメタゲノム配列から取り出す情報処理手
法も数多く報告されている 43–48)。筆者らは近年，プラ
スミドの連続塩基の出現頻度（k mer）が，宿主染色体
の k merと類似するという性質 49,50) を利用して，先述し
た pSN1216-29の宿主域について予測を試みた。その結
果を，実験で得られたプラスミドの宿主域と比較したと
ころ，ある程度の予測が可能であるという結論に至った
（Tokuda ら，投稿中）。今後，より網羅的にプラスミド
の宿主域の情報を蓄積していけば，プラスミドがどこか
らどこへと行くのか，精度よく予測することも可能にな
ると期待される。
一方で，筆者らが見出した「酸素濃度の違いによるプ
ラスミドの接合伝達性の違い」を含め，プラスミドがそ
の環境の違いによって見かけの宿主域を変化させる等，
環境中におけるプラスミドの動態を理解する上で重要な
現象については，その分子機構が不明なことも多い。こ
うした疑問を解き明かすには，昨今のオミックス解析・
細胞レベルの解析技術の進展にあわせながらも，実験室
内における「地道な」微生物遺伝学・分子生物学・分子
遺伝学的手法による研究を進めていくことも引き続き重
要であろう。
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