
 
 
 
 

博士論文 

 
 
 
 
 

芳香族化合物分解プラスミドの接合伝達を担う	

遺伝子の包括的機能解明	

 
平成 28年度	

東北大学大学院生命科学研究科	

生態システム生命科学専攻	

岸田	 康平	



 

 1 

序章 .................................................................................................................................... 5 
第 1章 NAH7の接合伝達開始領域 oriTと relaxaseの同定と解析 ................................ 21 

1-1. 緒言 ....................................................................................................................... 21 
1-2. 材料及び方法 ........................................................................................................ 21 

1-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件 ................................................... 21 
1-2-2. DNAの取り扱い ............................................................................................. 24 
1-2-3. プラスミドの作製 .......................................................................................... 27 
1-2-4. heat shock 法による大腸菌の形質転換法 ..................................................... 33 
1-2-5. electroporation法による形質転換法 ............................................................. 33 
1-2-6. DNA塩基配列決定法 ..................................................................................... 34 
1-2-7. nic site欠失 NAH7の作製 ............................................................................. 34 
1-2-8. 接合伝達実験 ................................................................................................. 34 
1-2-9. Resolution Assay ........................................................................................... 35 
1-2-10. Hisタグを付与した TraCN292の大量発現と精製 ......................................... 35 
1-2-11 タンパク質濃度の定量 .................................................................................. 38 
1-2-12 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE) ................................... 38 
1-2-13. nic siteの同定 .............................................................................................. 39 

1-3. 結果 ....................................................................................................................... 40 
1-3-1. NAH7の oriTの同定 ..................................................................................... 40 
1-3-2. TraCによる２つの oriTN間の部位特異的組換え .......................................... 43 
1-3-3. NAH7の nic siteの同定 ................................................................................ 43 
1-3-4. oriTの deletion解析 ...................................................................................... 47 

1-4 考察 ........................................................................................................................ 47 
第 2章 NAH7と pWW0の接合伝達システムの機能互換性解析 .................................... 54 

2-1. 緒言 ....................................................................................................................... 54 
2-2. 材料及び方法 ........................................................................................................ 54 

2-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件 ................................................... 54 
2-2-2. DNAの取り扱い ............................................................................................. 54 
2-2-3. electroporation法による形質転換法 ............................................................. 54 
2-2-3. プラスミドの作製 .......................................................................................... 57 
2-2-4. 接合伝達実験 ................................................................................................. 57 
2-2-5 Resolution Assay ............................................................................................ 57 

2-3. 結果 ....................................................................................................................... 60 



 

 2 

2-3-1. pWW0の traD-traA間は oriTとして機能する ............................................. 60 
2-3-2. NAH7と pWW0の接合伝達システムは機能互換性がある ........................... 60 
2-3-3. NAH7と pWW0は両種プラスミドの oriT間の部位特異的組換えを触媒する
 .................................................................................................................................. 60 

2-4 考察 ........................................................................................................................ 63 
第 3章 relaxaseの機能解析 ............................................................................................ 66 

3-1. 緒言 ....................................................................................................................... 66 
3-2. 材料及び方法 ........................................................................................................ 66 

3-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件 ................................................... 66 
3-2-2. DNAの取り扱い ............................................................................................. 66 
3-2-3. electroporation法による形質転換法 ............................................................. 66 
3-2-4. Hisタグを付与したタンパク質の大量発現と精製 ......................................... 69 
3-2-5. タグなし TraCN292の大量発現と粗酵素抽出 ................................................. 69 
3-2-6. nicking assay ................................................................................................. 69 

3-3. 結果 ....................................................................................................................... 72 
3-3-1. TraCはMnCl2存在下で nic site以外の部位に nickを導入する .................. 72 
3-3-2. 金属コファクターの違いによる性質変化の解析 ........................................... 78 

3-4. 考察 ....................................................................................................................... 78 
第 4章 traDEFオペロンの転写制御機構の解明 ............................................................. 82 

4-1. 緒言 ....................................................................................................................... 82 
4-2. 材料及び方法 ........................................................................................................ 82 

4-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件 ................................................... 82 
4-2-2. DNAの取り扱い ............................................................................................. 82 
4-2-3. プラスミドの作製 .......................................................................................... 86 
4-2-4. 接合伝達試験 ................................................................................................. 86 
4-2-5. LacZ活性の測定 ............................................................................................. 86 
4-2-6. 菌体からの RNAの調製 ................................................................................ 89 
4-2-7. 逆転写反応による cDNAの調製 .................................................................... 89 
4-2-8. 定量リアルタイム PCR .................................................................................. 89 
4-2-9. Hisタグを付与した TraDの大量発現と精製 ................................................. 90 
4-2-10. FAM-DNA断片の作製 ................................................................................. 90 
4-2-11. ゲルシフトアッセイ ..................................................................................... 90 
4-2-12.フットプリンティング ................................................................................... 91 



 

 3 

4-2-13. 転写開始点の同定 ........................................................................................ 92 
4-3. 結果 ....................................................................................................................... 95 

4-3-1. NAH7ΔD2の接合伝達能 ................................................................................ 95 
4-3-2. TraDによる自己転写制御機構 ....................................................................... 95 
4-3-3. ゲルシフトアッセイを用いた TraDの DNA結合能の検討 .......................... 95 
4-3-4. TraDの結合部位の特定 ................................................................................. 99 
4-3-5. traDの転写開始点(TSS)の同定 ..................................................................... 99 

4-4 考察 ........................................................................................................................ 99 
第 5章 NAH7の全接合伝達関連遺伝子の同定 ............................................................. 103 

5-1. 緒言 ..................................................................................................................... 103 
5-2. 材料及び方法 ...................................................................................................... 103 

5-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件 ................................................. 103 
5-2-2. DNAの取り扱い ........................................................................................... 103 
5-2-3. electroporation法による形質転換法 ........................................................... 103 
5-2-4. プラスミドの作製 ........................................................................................ 109 
5-2-5. 接合伝達実験 ............................................................................................... 111 
5-2-6. プラスミドの安定性試験 ............................................................................. 111 
5-2-7. タンパク質の in vivo相互作用試験 ............................................................. 112 
5-2-8. 転写単位の解析 ............................................................................................ 112 
5-2-9. orf34のシグナル配列の推測 ........................................................................ 112 

5-3. 結果 ..................................................................................................................... 112 
5-3-1. NAH7の接合伝達関連遺伝子群の推定機能 ................................................. 112 
5-3-2. pKKO1の接合伝達能 ................................................................................... 113 
5-3-3. 大規模欠失 NAH７誘導体の接合伝達能 ...................................................... 113 
5-3-4. orf34は接合伝達必須 ................................................................................... 113 
5-3-5. Orf34の配列情報の解析 ............................................................................... 114 
5-3-6. orf34はmpfJと単一転写単位 ..................................................................... 114 
5-3-7. orf34発現に伴う宿主細胞の生育への影響 ................................................... 118 
5-3-8. orf34の発現に伴う NAH7の安定性試験 ..................................................... 118 
5-3-9. Orf34の in vivo相互作用 ............................................................................ 118 

5-4. 考察 ..................................................................................................................... 118 
第 6章 pNIT101を用いた NAH7の接合伝達能の評価 ................................................ 124 

6-1. 緒言 ..................................................................................................................... 124 



 

 4 

6-2. 材料及び方法 ...................................................................................................... 124 
6-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件 ................................................. 124 
6-2-2. electroporation法による形質転換法 ........................................................... 127 
6-2-3 受容菌株への Gm耐性遺伝子の付与 ............................................................ 127 
6-2-4. 接合伝達実験 ............................................................................................... 127 

6-3. 結果 ..................................................................................................................... 128 
6-3-1 pNIT101の複製維持能の評価 ....................................................................... 128 
6-3-2 NAH7の接合伝達能の評価 ........................................................................... 128 

6-4. 考察 ..................................................................................................................... 128 
6-4-1. NAH7の接合伝達能の検討 .......................................................................... 128 

総合考察 ......................................................................................................................... 131 
謝辞 ................................................................................................................................ 141 



5 

序章  

	 地球上には多種多様な生物が存在するが、この多様性は環境変動に対して柔軟な適応を可能と

し、その時々の環境に適応できた生物が優先して次世代にゲノム情報を伝えることができる。多

様性は遺伝情報をコードするゲノムDNAの多様性に起因する。この多様性をもたらす要因として、

突然変異と水平伝播の2通りがあり、突然変異と比べて水平伝播は環境変動に対して迅速に適応し

ていく上で重要な役割を果たすと考えられている。近年、盛んに行われているゲノム解析でも水

平伝播の重要性が認識できる。自然界での遺伝子の水平伝播様式は形質転換、形質導入、接合伝

達、細胞融合、Gene transfer agents、Intracellular gene transferなどが知られている(1) (Fig. 0-1)。こ

のうち接合伝達は細菌由来のプラスミドなどが担うⅣ型分泌装置(T4SS)を介した供与細胞から受

容細胞へDNAを輸送するシステムである。基本的に接合伝達関連タンパク質は接合伝達開始配列

oriT (origin of Transfer)を認識してプラスミドのみを受容細胞に輸送するが、(i)相同組換えやトラ

ンスポゾンによって染色体にプラスミドが組み込まれた状態で接合伝達が開始した場合、(ii)染色

体上のoriTと相同性の高い領域を接合伝達関連タンパク質が誤認識した場合(2)は、プラスミド上

の遺伝子に限らず染色体DNA由来のものを含む大規模な遺伝子の移動をもたらし、受容細胞のゲ

ノムを大きく変化させうる。さらに接合伝達は細菌細胞同士のみならず、細菌細胞から古細菌、

植物細胞、酵母、ヒト培養細胞へのDNAの輸送が可能であることが実験的に示されており(3)、細

菌由来のDNAが接合伝達を介して全生物に水平伝播可能であることを示唆している。それ故に、

接合伝達の研究は細菌のみならず全生物の多様性・進化を理解する上で重要である。一方、プラ

スミドは薬剤耐性遺伝子、病原性遺伝子、難分解性物質分解酵素遺伝子など、人類にとって有害

あるいは有用な遺伝子を有しており、医療分野や環境浄化の観点からも重要である(4)。また、接

合伝達を介した形質転換は一般に他の形質転換法より導入効率が高いため、プラスミドは遺伝子

操作用のベクターという分子生物学ツールとしても幅広く用いられている。このように、プラス

ミドは様々な分野で利用されており、応用面からも重要な研究対象である。 

プラスミドの分類  

	 近年のシークエンス技術の革新により多くのプラスミドの塩基配列が解読され、National Center 

for Biotechnology Information (NCBI)のデータベースには8,514のプラスミドの塩基配列が登録され

ている（2017年1月18日現在）。これらプラスミドは不和合性(Inc)と接合伝達関連遺伝子(MOB、

MPF)を指標に分類されてきた。同一の細胞に共存させた際に、細胞分裂を繰り返すうちにほとん

どがどちらか1種のみを保持する細胞の集団になる関係にある2種のプラスミドを同じ不和合性群

に属するプラスミドとする。本手法は古典的ではあるがいまだに用いられている有効な分類方法

である。実際に同一不和合性群のプラスミドは類似した複製・維持装置をコードする遺伝子群を 
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Fig. 0-1 各種水平伝播のメカニズム。(A)接合伝達は供与菌と受容菌が接合対で連結して、供与菌

から受容菌へ DNAが伝達する機構、(B)細胞融合は接合伝達とは異なり、DNAが伝達する方向性

がなく、両細胞が DNAを受け取る機構、(C)形質導入はファージから細胞へ DNAが伝達する機

構、(D) Gene transfer agentは形質導入と同様にファージが DNAを伝達するが、形質導入とは異な

り、溶菌すること無く宿主細胞がファージの外部への放出をコントロールしている機構、(E)形質

転換は外環境に存在する裸の DNAを細胞が取り込み、ゲノム内に組み込む機構、(F) Intracellular or 

endosymbiotic gene transferは真核生物内で起きる水平伝播で、核とオルガネラ間での水平伝播する

機構である。  

(A) (B) 

(C) 
(D) 

(E) 

(F) 

(1)より一部変更して転載 
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有している。一方、接合伝達関連遺伝子を指標とした分類は近年、Smillieら(5, 6)によって提唱さ

れた。接合伝達の鍵酵素の１つであるrelaxaseのrelaxaseドメインを含むN末端300アミノ酸残基の

相同性に基づく6種のMOB family (MOBF、MOBH、MOBQ、MOBC、MOBP、MOBV)とT4SSの主コ

ンポーネントであるVirB4のアミノ酸配列の相同性に基づく4種のMPF family (MPFF、MPFI、MPFG、

MPFT)に分類され、さらにこの2つの分類を組み合わせることで、自己伝達性プラスミドをより細

かく分類することができる。 

プラスミドの接合伝達機構  

	 プラスミドの接合伝達は1946年に見出され、その伝達機構に関して多くの研究がなされてきた

(7)。その結果、接合伝達には多くのプラスミドで良く保存された遺伝子が関与することが明らか

となり、自己伝達性プラスミドの伝達装置は共通した２つのシステムにより成り立つと理解され

ている(7)。すなわち、供与菌内でoriT内の特定部位(nic site)から一本鎖DNA (ssDNA)を生成する過

程に関与するrelaxaseを中心としたDtr (DNA transfer and replication)システムと供与菌細胞と受容

菌細胞を連結する接合対を形成するためのMpf (mating-pair formation)システムである(Fig. 0-2)。 

	 R388 (IncW、MOBF、MPFT)のDtrシステムがよく研究されている(8)。R388のrelaxaseであるTrwC

はnic siteへのnickの導入から受容菌細胞内でのssDNAの再環状化までの役割を担っている。この一

連の流れ(Fig. 0-3)において、TrwCは、まず2価金属イオンをコファクターとしてそのチロシン残

基(Y18)がnic siteのリン酸バックボーンを特異的に求核付加反応することで一本鎖DNAを切断し、

それと同時に切断部位の5’末端に共有結合してTrwC-ssDNA複合体を形成する。その後、切断部位

の3’末端からのDNA合成反応とTrwCのヘリカーゼ活性によってTrwC-ssDNA複合体がプラスミド

から引きはがされる。このTrwC-ssDNA複合体はカップリングプロテインを介して接合対に受け渡

され、ssDNAのまま受容菌へと伝達される。受容菌内においてnic site (strand合成により元来と同

じ配列になっている)はrelaxaseのY26により再度求核攻撃され、生じた遊離の3'端がY18と共有結

合しているDNAの5’端と求核反応することで、環状のssDNAとなる。最後に、再環状化したssDNA

は受容菌宿主の複製装置によって環状二本鎖DNAに再合成される。R388の約350 bpのoriT領域に

は複数の繰り返し配列や接合伝達関連タンパク質の結合領域が存在する(Fig. 0-3)。sbcAはTrwC、

sbaAとsbaBはTrwCのnickの導入効率を向上させるTrwA、ihfAとihfBは宿主因子であるIHF 

(integration host factor)の結合領域である。 

	 Mpfシステムは10種以上のタンパク質からなり、T4SSとそれに連結した性線毛で構成される。

Mpfシステムのうち、Ti-プラスミドとR388などがコードするVirD/VirBシステムはよく研究されて

おり、その立体構造も解かれている(9, 10)。さらにChIP法を元にしたTrIP (transfer DNA 

immunoprecipitation)法により、ssDNAが受容菌へと輸送される際に経由するコンポーネントとそ

の順番も明らかとなっている(11)。TrIP法とは、ホルムアルデヒドを用いたタンパク質-DNAのク 
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(12) 

Fig. 0-2 Dtrシステムと Mpfシステム。D4はカップリングプロテイン、Rは relaxase、APはアク

セサリープロテインを示す。  

Mpf�	���

Dtr�	���
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(12) 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
(8) 

Fig. 0-3 (A) R388の oriTの模式図。nicは nic site、、ihfAと ihfBは IHF結合領域、sbaAと sbaB

は TrwA結合領域を示す。 

(B) 供与菌及び受容菌内の TrwCの働き。 
1.  Cleavage : relaxaseが nic site近傍領域に結合し、Y18により nickを入れ、5’端側の nic site

と共有結合する。 
2.  Transfer & Replication : TrwC-ssDNA 複合体(T-strand)は輸送チャネルを介して受容菌へ
伝達される。nic siteの 3’端から供与菌に残る一本鎖環状 DNAを鋳型に DNA複製が開始す

る。 
3.  Recognition of nic site : プラスミドの全体が複製され、再び nic siteが現れる。 
4.  Cleavage : Y26により再び nickが導入され、T-strandと伸長鎖(赤色)が開裂する。この時生

じた nic siteの 3’端側の-OHが Y18-ssDNAに求核反応する。 
5. Plasmid release & recircularization : 再環状化する。  

(B) 

(A) 
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ロスリンクと T4SSの各構成要素に対する抗体を用いた免疫沈降により、ssDNAが T4SSのどの

コンポーネントと相互作用しているかを検出する方法である。 

	 VirD/VirBの T4SSは 12種のタンパク質からなるが、役割の違いからコアコンプレックス、Stalk、

内膜コンプレックスの 3つに分けられる(12) (Fig. 0-4)。コアコンプレックスは VirB7、9、10から

なる輸送チャネルで外膜から内膜にかけて局在している。立体構造解析より VirB7、9、10からな

る複合体が 14分子集合して環状構造になることでチャネルを形成していることが示されている

(Fig. 0-5)(13)。個々の役割として、VirB7は外膜・VirB9と結合して、コアコンプレックスの安定

性に関与している。VirB10はコアコンプレックス内で最も大きいコンポーネントであり、外膜と

内膜の両方を繋ぐように局在し、細胞質側に突出した VirB10の ATPaseドメインは細胞質側の他

のコンポーネントに応じてリン酸化状態になり、基質を分泌できるような構造変化をする(13)。

Stalkは VirB8と VirB6からなりコアコンプレックスのチャネルを塞ぐような位置に存在する構造

である。Stalkは、T4SSの組み立てや性線毛の形成時に重要な役割を果たし、チャネルから Stalk

が離脱することで基質が輸送可能となると考えられている。内膜コンプレックスは ATPaseであ

る VirB4、VirB11、VirD4からなり、T4SSの組み立てや基質の輸送に必要なエネルギーを生み出

している(11, 14, 15)。VirB4の C末端にはWalker AとWalker Bモチーフがあり、ATPase活性を

担っている(16)。N末端側のアミノ酸配列も VirB4ホモログ内で保存されているが、機能は未知

である。VirB11は AAAファミリーに属する ATPaseであり、N末と C末にある βシート、αヘリ

ックス構造によりリング状の六量体を形成している(17)。VirB11のホモログは T2SSと T3SSにも

存在することからタイプの異なる分泌系装置にも共通した重要な働きを担っていると考えられる。

VirD4 (カップリングプロテイン)の主な役割は relaxaseを接合対に輸送することであり、relaxase

および VirB10と結合する(18)。立体構造解析より VirD4は６量体を形成していることが判明して

いる。また、Walker AとWalker Bのモチーフとヌクレオチド結合サイトを有し、実験的にも DNA

依存的な ATPaseであることが示されている(19)。 

	 VirB/VirD4 systemの性線毛は、3つのタイプに分けられた T4SSの性線毛(20)のうち、P-typeに

分類され(Fig. 0-6)、硬く、短いという性質があり、ダイナミックな伸長と収縮は観察されていな

い。トランスグリコシラーゼをコードしている VirB1はペプチドグリカンを分解する。性線毛の

主要な構成因子は疎水性タンパク質の pilin (VirB2)である。ほとんどの VirB2ホモログは翻訳後修

飾として、シグナルペプチダーゼⅠによって N末端側にあるシグナル領域が切断され、切断部と

C末端が共有結合することで pro-pilinから成熟した cyclic pilinとなり、内膜(IM)に輸送される(21)。

その後、VirB2は ATPaseである VirB4と VirB11の補助によって IMからペリプラズムへ移行す

る。この移行には VirB4と VirB11との結合と ATPの加水分解が重要であることが明らかとなっ

ているが、詳細な機構は不明である。VirB2が重合してできた性線毛の先端には adhesin(VirB5)が

局在し、受容菌への接着に関与している(22)。 
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(B) 

 

  

(12) 

Fig. 0-4 (A) VirB3-10複合体のネガティブ染色電子顕微鏡マップ。 茶色はコアコンプレックス(CC)、

灰色は Stalk、緑色は内膜コンプレックス(IMC)を示す。(B) T4SSの概略図。ただし、VirD4と VirB11

の VirB3-10複合体に対する正確な位置関係は不明である。 

 

(A) 
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(12) 

Fig. 0-5 X線結晶構造解析および電子顕微鏡解析で示されたコアコンプレックスの構造。(A) コア

コンプレックスはVirB7、VirB9、VirB10のヘテロ 3量体が 14分子で構成されている。赤色がVirB7、

緑色が VirB9の C末端領域、青色が VirB10の C末端領域を示す。(B)ヘテロ 3量体一分子の構造。

OM-inserting regionは外膜挿入領域、Lever armはタンパク質相互作用に重要な領域を示す。(C) コ

アコンプレックスのクライオ電子顕微鏡マップ。  
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(21)の一部を変更した。 

Fig. 0-6 T4SSの性線毛の合成。1. VirB2（赤）が翻訳後修飾を受ける。2. VirB1（青）によってペ

プチドグリカンが分解されつつ、VirB4（黄）と VirB11（緑）によって成熟した VirB2がペリプ

ラズムに移行し、性線毛が伸長する。 
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	 一方、R388を含む多くのプラスミドの接合伝達遺伝子はトランスポゾン変異ライブラリー等の

検討から 14の必須遺伝子（Dtrシステムの 2遺伝子＋Mpfシステムの 11遺伝子＋カップリングプ

ロテイン遺伝子）で構成されると考えられているが、実際にこの 14遺伝子のみで oriTを有する

プラスミドの接合伝達が可能であるか実験的には検証されておらず、この 14遺伝子以外にも接合

伝達必須遺伝子が存在する可能性がある。 

多様性に富んだ relaxase群タンパク質  

	 relaxase群タンパク質は多様性に富み、全ての relaxaseの N末端側領域には relaxase domainが保

存されている一方で、C末端側領域に helicase活性を有するタイプや primase活性を有するタイプ

など、特異的な性質を持つものが知られている(7)。また、relaxaseは同一レプリコン上の oriT間

の部位特異的組換えも触媒するが(23-27)、この活性が接合伝達依存的であるか非依存的であるか

は relaxaseによって異なる。ただし、この依存性の違いがどのようなメカニズムの違いから生じ

ているのかは解明されていない。 

	 nickの導入は全ての relaxaseに共通した性質であり、その際にコファクターとして 2価金属イ

オンを必要とする。in vitroでの検討では、効果のある 2価金属イオンの種類は relaxaseによって

異なっていた(Table 0-1)。ただし、in vivoにおいていずれの 2価金属イオンを physiological コファ

クターとして利用しているかは不明であり、nic siteの同定等の実験では、Mg2+か Mn2+のいずれか

がコファクターとして用いられてきた。 

プラスミドの接合伝達宿主域  

	 細胞が接合伝達でプラスミドを獲得する過程は、(i)プラスミドが供与菌から接合伝達装置を介

して受容菌内に移入する段階と、(ii)受容細胞内でプラスミドが複製・維持される段階にわけて考

えることができる。「接合伝達宿主域」は(i)の段階が可能な範囲を示す言葉である。移入したプラ

スミドが受容菌内で複製・維持されずとも受容細胞の遺伝形質に大きな影響を与えることは可能

であり、接合伝宿主域の理解は重要である。しかし、従来の「接合伝達」実験では、接合伝達し

ても複製維持されて接合伝達体としてコロニー形成できなければ、接合伝達したことが観察でき

ない。すなわち、このような実験系ではプラスミドの複製・維持機構も考慮しなければならず、

「接合伝達宿主域」自体の解析は進んでいない。接合伝達宿主域はプラスミドの接合伝達装置と

受容菌側の遺伝形質に依存していると考えられるが、詳細は不明である。 

環境汚染物質分解遺伝子と水平伝播  

	 人類は環境中で分解されにくい石油系芳香族化合物やハロゲン化合物などを化学的に大量合成

し、環境に放出したが、これら環境汚染物質を分解・資化する細菌株が存在する(37)。分解菌が

有する分解遺伝子群は互いに相同性が高く、遺伝子クラスター内のシンテニーが保存されている

場合が多い(37)。これら分解遺伝子群は自己伝達性プラスミド上に見出される場合が多く、この
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Table 0-1各 relaxaseの利用できる 2価金属イオン 
relaxase plasmid Metals used Metals not used Reference 
TraI F Mg2+  (28) 
TraI RP4 Mg2+  (29) 
TaxC R6K Mg2+  (30) 
MobA R1162 Mg2+、Mn2+、Ca2+、Ba2+  (31) 
TraA pIP501 Mg2+、Mn2+  (32) 
NES pLW1043 Ni2+、Mn2+、Co2+、Cu2+ Mg2+ (33) 
MdeA ColE1 Mg2+、Mn2+、Ca2+、Ba2+ Mn2+ (34) 
MobM pMV158 Mg2+、Mn2+、Ca2+ Ba2+、Zn2+ (35) 
TrwC R388 Mg2+、Mn2+、Ca2+、Zn2+、Ni2+ 、Cu2+、Co2+  (36) 

(http://repositorio.unican.es/xmlui/handle/10902/7693) 
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ようなプラスミドを保持した菌が存在する環境では、頻繁に分解遺伝子群の伝達が行われている

と考えられている。分解遺伝子群を担う代表的な自己伝達性プラスミドとして、トルエン分解資

化細菌Pseudomonas putida mt-2株由来のpWW0とナフタレン分解資化細菌P. putida G7株由来の

NAH7があげられる。当該分解酵素遺伝子クラスターはこれら自己伝達性プラスミドのトランス

ポゾン内部に存在する。なお、これらプラスミドは全塩基配列が決定されている(38, 39)。 

	 MOBF、MPFT、IncP-9群のナフタレン分解プラスミドNAH7に焦点を当てた本研究室での研究(40, 

41)(Fig. 0-7) において、現在提唱されている接合伝達システムモデル上にない遺伝子群traDEFオ

ペロンの接合伝達における重要性が示された。すなわち、野生型NAH7は同属間のみならず、P. 

putidaから大腸菌、大腸菌からP. putidaにも伝達可能であるが、traDEFオペロンを欠失したNAH7

誘導(以下、NAH7ΔtraDEF)は、同属間やP. putidaから大腸菌には伝達可能であったが、大腸菌か

らP. putidaには接合伝達が不可能であった。本オペロンは広宿主域性プラスミドで保存されてお

り、接合伝達に関わる未知システムの存在が示唆された。しかし、NAH7のoriTやrelaxase遺伝子

は同定されておらず、本プラスミドの接合伝達を理解する上での基礎的知見が不足していた。 

目的  

	 接合伝達は全ての生物にとって重要であり、その機構解明は人類にとって大きな有益を生み出

す可能性を秘めているが、上述のように未だ不明な点が多い。そこで、本研究では NAH7を対象

にプラスミドの接合伝達に関する普遍性の高い新規知見を得ることを目的とした。第 1 章および

第 2章では、NAH7の接合伝達に関する基本因子の同定を目的とし、本プラスミドの oriTと relaxase

遺伝子の同定と解析を行なった。第 3 章では第 1 章で同定した relaxase を用いて、nick 導入配列

の特異性という新たな観点から relaxase の physiological コファクターを同定した。第 4 章では広

宿主域プラスミドで保存されている機能未知遺伝子群 traDEFオペロンの機能解明を目指し、本オ

ペロンの転写制御機構に関する研究を行なった。第 5章では NAH7上の接合伝達に必須な全遺伝

子の同定を試みた。第 6章では NAH7の接合伝達宿主域を評価し、NAH7が多くのプロテオバク

テリアに水平伝播可能であることを明らかにした。 
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Fig. 0-7 (A) NAH7のマップ。紫:接合伝達関連遺伝子、緑:複製維持関連遺伝子、 
赤:ナフタレン分解遺伝子、青:トランスポゾン関連遺伝子、 黄色:機能未知遺伝子 

遺伝子の詳細は Table 0-2、Table 0-3を参照。 
(B)広宿主域性プラスミドで保存されている traDEFオペロン。  

traDEFoperon 
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traABC operon 
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Table 0-2 NAH7の全遺伝子(38) 
Name Positiona Estimated or determinated function of the closest relative 
parA 1-774 Putative plasmid partitioning protein ParA 
parB 785-1,711 Putative plasmid partitioning protein ParB 
parR 1,708-2,055 Putative partitioning gene repressor protein ParR 
parC 2,052-2,468 Putative plasmid partitioning protein ParC 
rsv 2,736-3,383 Putative resolvase 

oriV 3,384-3,837 Vegetative origin of plasmid replication 
rep 3,838-4,407 Plasmid replication-initiation protein Rep 
orf1 4,447-5,208 Hypothetical protein 
orf2 5,352-5,849 Hypothetical protein 
orf3 5,859-7,127 Hypothetical protein 
rulB 7,780-9,063C Ultraviolet light resistance and DNA polymerase V 
rulA 9,053-9,481C Ultraviolet light resistance and DNA polymerase V 
orf4 9,504-10,079 Hypothetical protein 
orf5 10,076-10,372C Hypothetical protein 
orf6 10,369-10,671C Hypothetical protein 
orf7 10,883-11,101 Hypothetical protein 
orf8 11,692-12,114 Hypothetical protein 
ssb 13,489-13,938 Putative single strand binding protein Ssb 
orf9 14,193-14,474 Hypothetical protein 

orf10 14,471-15,052 Hypothetical protein 
orf11 15,107-15,529 Hypothetical protein 
orf12 15,553-15,882 Putative transcriptional regulator protein 
orf13 16,764-17,129C Hypothetical protein 
orf14 17,273-18,058C Putative zinc metalloprotease protein 
traF 18,196-18,582C Hypothetical protein 
traE 18,586-19,305C Hypothetical protein 
traD 19,302-19,757C Putative plasmid transfer protein TraD 
oriT 19,758-20,187 Putative origin of plasmid transfer 
traA 20,188-20,580 Putative plasmid transfer protein TraA 
traB 20,573-22,132 Putative plasmid transfer protein TraB 
traC 22,143-25,079 Putative plasmid transfer protein TraC 
orf17 25,155-25,904 Hypothetical protein 
orf18 25,934-26,467C Putative Nudix hydrolase 
IR1 26,470-26,507 IR of Tn4655 (Tn501-like) 

orf19 26,564-27,592 Putative aldo/keto reductase protein 
orf20 27,752-28,549 Putative dehydrogenase/reductase protein 
IR2 28,676-28,711C Tn21-like IR 
---- 28,712-29,339C Highly homologous to P. Putida OUS82 
---- 29,260-29,359C Tn501 remnant 
---- 29,408-29,630C Partial sequence of ISPpu2 

nahAa-nahY 29,864-55,935 Naphthalene degradation gene 
IR5 56,011-56,048 Tn4653-like IR 

orf21 56,202-56,606 Hypothetical protein, truncated ORF41 of pWW0 
orf22 56,603-57,187 Putative transcriptional regulator protein, ORF43 of pWW0 
---- 57,277-57,362 N-terminal sequence of pWW0 ORF44 
---- 57,363-57,880 C-terminal sequence of pCAR1 ORF76 

orf23 57,999-58,694 Putative serine/theronine protein phosphatase 
attI 58,833-58,951 Site-specific recombination site 

orf24 59,010-59,417 Hypothetical protein 
tnpI 59,414-60,661 Tyrosine recombinase TnpI 
---- 60,763-62,034C pCAR1 ORF72 (broken) 
---- 62,124-62,846C Partial sequence of pCAR1 tnpAa 
---- 62,850-62,999C C-terminal sequence of pcar1 tnpRa 
---- 63,000-63,320C N-terminal sequence of pWW0 ORF45 

orf25 63,321-64,097C Putative reductase protein, ORF44 of pWW0 
orf26 64,158-64,742C Putative transcriptional regulator protein, ORF43 of pWW0 
orf27 64,739-65,419C Hypothetical protein, ORF41 of pWW0 
IR6 65,548-65,585 IR of Tn4655 (Tn4653-like) 

orf28 65,681-66,532C Hypothetical protein 
orf29 66,544-68,031C Putative sulfate permease protein 
orf30 68,550-68,846C Hypothetical protein 
orf31 68,860-69,498C Putative nuclease protein 
orf32 69,546-70,028C Hypothetical protein 
orf33 70,043-70,648C Putative nuclease protein 
orf34 70,638-70,967C Hypothetical protein 
mpfJ 70,997-71,902C Putative mating pair formation protein MpfJ 
mpfI 71,886-72,914C Putative mating pair formation protein MpfI 
mpfH 72,924-74,207C Putative mating pair formation protein MpfH 
mpfG 74,210-75,001C Putative mating pair formation protein MpfG 
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mpfF 75,026-75,691C Putative mating pair formation protein MpfF 
mpfE 75,695-76,558C Putative mating pair formation protein MpfE 
orf35 76,546-76,950C Hypothetical protein 
orf36 76,943-77,155C Hypothetical protein 
mpfD 77,183-77,866C Putative mating pair formation protein MpfD 
mpfC 77,866-80,550C Putative mating pair formation protein MpfC 
mpfB 80,537-80,830C Putative mating pair formation protein MpfB 
mpfA 80,834-81,295C Putative mating pair formation protein MpfA 
mpfR 81,312-81,659C Hypothetical protein 
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Table 0-3 NAH7の推定接合伝達関連遺伝子  
Name Positiona Sorce of protein in R388 Sorce of protein in Ti plasmid 
traF 18,196-18,582C StbC - 
traE 18,586-19,305C StbB - 
traD 19,302-19,757C StbA - 
oriT 19,758-20,187 oriT oriT 
traA 20,188-20,580 TrwA - 
traB 20,573-22,132 TrwB VirD4 
traC 22,143-25,079 TrwC VirD2 
mpfJ 70,997-71,902C TrwN  VirB1 
mpfI 71,886-72,914C TrwD VirB11 
mpfH 72,924-74,207C TrwE VirB10 
mpfG 74,210-75,001C TrwF VirB9 
mpfF 75,026-75,691C TrwG VirB8 
mpfE 75,695-76,558C TrwL VirB6 
orf35 76,546-76,950C - - 
orf36 76,943-77,155C TrwH VirB7 
mpfD 77,183-77,866C TrwJ VirB5 
mpfC 77,866-80,550C TrwK VirB4 
mpfB 80,537-80,830C TrwM VirB3 
mpfA 80,834-81,295C TrwL VirB2 
mpfR 81,312-81,659C - - 
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第 1章 NAH7の接合伝達開始領域 oriTと relaxaseの同定と解析  

 

1-1. 緒言 
	 本章では NAH7の接合伝達能に必須な基本因子に関する情報を得るために NAH7の接合伝達開

始領域 oriTと relaxase遺伝子の同定と機能解析を行なった。oriTは一本鎖 DNAを生成する際の

切れ目である nic siteと共に relaxaseなどの Dtrシステム関連タンパク質が結合するためのリピー

ト配列を含む領域であり、接合伝達に必須な塩基配列である。NAH7と同じ不和合性群に属する

pWW0の oriTは traD-traA間に存在すると推定されている(42)が、実験的な検証はなされていない。

また、分解プラスミドの relaxase遺伝子に関する研究は皆無である。 

	 MOBFに属する R388の relaxaseである TrwCは(i)接合伝達に必須であること、(ii) nic siteに nick

を導入すること、(iii)レプリコン上に同方向に存在する 2つの oriT間での部位特異的組換えを触

媒することが明らかとなっている。NAH7の traCは推定 relaxase遺伝子としてアノテートされて

おり、traCを破壊した NAH7は接合伝達が不能になることが先行研究で示されているが、TraCは

機能解析済みの relaxase遺伝子中で相同性が最も高い TrwCとでさえ、アミノ酸レベルで 48%の

相同性しか示さない。 

	 このような背景を鑑み、本章では NAH7の oriTが traD-traA間の 430-bp領域にのみに存在する

ことを示し、かつ本領域に存在する nic siteを同定した。さらに oriT内で接合伝達頻度に重要な影

響を与える領域を deletion解析から明らかにした。また、TraCが nic siteに nickを導入すること、

そして oriT間で部位特異的組換えを触媒することを明らかとし、traCが relaxase遺伝子であるこ

とを実験的に示した。 

 

1-2. 材料及び方法 
1-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件  

	 本章で使用した菌株とプラスミドをTable 1-1に示した。培地はLB、1/3LBまたはSOC培地を用

いた。培地の組成はTable1-2に示した。寒天平板培地を用いる場合には、寒天粉末を培地に対して

1.5% (w/v)で添加した。選択培地には必要に応じてカナマイシン(Km)は25 µg/ml、テトラサイクリ

ン(Tc)は20 µg/ml、ゲンタマイシン(Gm)は20 µg/ml、アンピシリン(Ap)は100 µg/mlとなるように添

加した。また、必要に応じてisopropylthiogalactoside (IPTG)を終濃度0.5 mM、スクロースを10%と

なるようにて添加した。 

培養は、特に断りがない限りPseudomonas属細菌については30˚C、大腸菌については37˚Cで行った。

各種菌体を長期保存する際には、培養液に15%になるようにglycerolを加え、-80˚Cで保存した。 
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Table 1-1. Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

Strain or plasmid Relevant characteristics a Source or reference  

 E. coli 
  

   DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Δ (lacZYA-argF) Φ80lacZΔM15  (44) 

   JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Δ(lac-proAB)(F’ traD36 proAB+ lacIqZΔM15) (45) 

   BL21(DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal ompT, λ (DE3) 

 

(46) 

   EC100 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 Δ(ara- leu)7697 galU galK rpsL nupG Epicentre Inc. 

 P. putida 
  

   KT2440 Wild-type strain ATCC470554 

   KT2440G KT2440::TnMod-OGm ; Gmr This study 

   G7 Wild-type strain, NAH7 carrier  (47) 

   G7(NAH7K2) G7 derivative harboring NAH7K2 instead of NAH7, former designated G7K2 (48) 

   G7(NAH7K3) G7 derivative harboring NAH7K3 instead of NAH7 This study 

Plasmid 
 

 NAH7 Tra+ Nah+, Inc-P9 (Fau., 1973 

 NAH7K2 NAH7ΔnahAc; Kmr (48) 

 NAH7K3 NAH7Δnic; Kmr This study 

 pEX18Tc pMB9 replicon; Tcr; sacB; suicide vector for gene replacement, carrying pUC18-derived multiple-cloning sites (43) 

 pTnGm1 pUC57 derivative carrying Gmr gene Laboratory stock 

 pET22b(+) Apr; C-Terminal-His tag Takara 

 pET22b292TraC pET22b(+) derivative for overexpression of traCN292 This study 

 pUC18 Apr; E. coli vector (45) 

 pUC18traC pUC18 derivative carrying NAH7 traC gene This study 

 pNIT6012 pVS1 derivative; shuttle vector, Mob+ Tcr (49) 

 pNIT101 to pNIT112 pNIT6012 derivatives carrying a 430-bp oriT region from NAH7 and its deletion fragments This study 

 pNIT301 pNIT6012 derivative carrying sacB and Gmr genes flanked by two copies of oriT NAH7 region  This study 
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Table 1-2. 培地組成  
   

     

LB broth    SOC medium   

per liter:   per liter:  

Bacto tryptone 10 g  Bacto tryptone 20 g 

Bacto yeast extract 5 g  Bacto yeast extract 5 g 

NaCl 5 g  NaCl 0.5 g 

pH 7.0    5N NaOH 0.2 ml 

   1M MgCl2 10 ml 

     

1/3LB broth    

per liter:   

Bacto tryptone 3.3 g  

Bacto yeast extract 1.7 g  

NaCl 5 g    

pH 7.0      
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1-2-2. DNAの取り扱い  

	 本研究で使用した制限酵素およびその他の酵素類は添付説明書の指示に従って用いた。 

プラスミド DNAの調製(Kitを用いた方法) 

	 大腸菌からのプラスミドの回収は LaboPassTM Plasmid Mini (COSMO Genetech)を用いて、操作は

添付の説明書に従った。 

 

プラスミドの迅速調製法  

	 プラスミドのサイズを調べるだけを目的とした場合は簡単で迅速な以下の方法を用いた。 

試薬 

STE buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

 

100 mM NaCl 

 

 1 mM EDTA 

PCI溶液      phenol:chloroform:isoamylalcohol = 25:24:1 

RNase A溶液 10 mg/ml RNase A 

 

                  50 mM Acetate buffer (pH 5.0) 

 

操作 

1. 滅菌爪楊枝の先に少量の菌体を取り、20 µlの STE bufferに懸濁した。 

2. 20 µlの PCI溶液を加え、ボルテックスを用いて撹拌した。 

3. 遠心(15,000 rpm、室温、10分間)を行った。 

4. 水層に RNase A溶液を加えた Dyeを用いて電気泳動を行った。 

 

DNAの ligation 

	 Takara Ligation kit Mighty Mix (Takara)を用いた。操作は添付の説明書に従って行った。 

 

Gibson Assembly kit (New England BioLabs)を用いたクローニング 

	 操作は基本的に付属の説明書に従って行なった。 

 

Polymerase chain reaction (PCR)法 

	 DNA polymeraseは ExTaq (Takara)か KOD-Plus ver.2.0 (東洋紡)のいずれかを用い、操作は添付の

説明書に従った。コロニーPCRの場合は、滅菌爪楊枝を用いてコロニー由来の微量の菌体を反応

液に懸濁し、鋳型とした。また、本章で用いたプライマーは Table1-3に示した。 
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Table 1-3. Primers used in this study a 

Primer name Sequence（5 to 3'） Purpose 

XhoⅠ_NAH7_oriT_F GGGctcgagGGTGTTCCTCTCTGAGCCC Cloning of oriTN on pNIT6012 

NheⅠ_NAH7_oriT_R GGGgctagcTTTGCACCCTATCTGCACCC Cloning of oriTN on pNIT6012 

XhoⅠ_NAH7_oriT_-50_F GGGctcgagTGCCGAAACAGTGTATAGC Construction of pNIT102 

XhoⅠ_NAH7_oriT_-81_F GGGctcgagCAAAAAGCTTGATTTTGCTG Construction of pNIT103 

XhoⅠ_NAH7_oriT_-119_F GGGctcgagTAATACATATGTATAGCGC Construction of pNIT104 

XhoⅠ_NAH7_oriT_-139_F GGGctcgagTAAAAACACCACTTTTTCTCT Construction of pNIT105 

XhoⅠ_NAH7_oriT_-161_F GGGctcgagCAGGCCGCGCACAGCGCGGCT Construction of pNIT106 

XhoⅠ_NAH7_oriT_-183_F GGGctcgaggTCACCTCCCGCTAGGGGGGT Construction of pNIT107 

XhoⅠ_NAH7_oriT_-206_F GGGctcgaggTATTGTGTATTGAGACTTTG Construction of pNIT108 

NheⅠ_NAH7_oriT_-328_R GGGgctagcGCATACCATCTGTGCTACC Construction of pNIT109 

NheⅠ_NAH7_oriT_-242_R GGGgctagcGGGTCAAAGTCTCAATTCAA Construction of pNIT110 

NheⅠ_NAH7_oriT_-217_R GGGgctagcCAATACACAATACGCACC Construction of pNIT111 

NheⅠ_NAH7_oriT_-213_R GGGgctagcACACAATACGCACCCC Construction of pNIT112 

pNIT5041_FAM [FAM]-CTGACACCCTCATCAGTGCCAA Amplification of FAM-DNA 

pNIT5041 CTGACACCCTCATCAGTGCCAA Amplification of FAM-DNA 

pNIT5548_FAM [FAM]-GTGAGAAATCACCATGAGTGACG Amplification of FAM- DNA 

pNIT5548 GTGAGAAATCACCATGAGTGACG Amplification of FAM- DNA 

oriT_FAM_1b [FAM]-GACAGGTGTTTATAGCCTGCC Amplification of FAM-oriT1 

oriT_FAM_2c [FAM]-AATCAATGGCATCACCTGGCG Amplification of FAM-oriT2 

EcoRⅠ_nic up_F CGGgaattcGATGCTCCAACGTCGACCA Construction of pEX18Tcnicupdown 

KpnⅠ_nic_up_R CGGggtaccGAATTGAGACTTTGACCC Construction of pEX18Tcnicupdown 

KpnⅠ_nic_down_F CGGggtaccACGCACCCCCCTAGCG Construction of pEX18Tcnicupdown 

BamHⅠ_nic_down_R CGCggatccGCCATCCGGTTGAAGTCAT Construction of pEX18Tcnicupdown 

Nde1_N292traC__F GGGctcgagGCCGAACTCGATACCTAG Cloning of traCN292 on pET22b(+) 

Xho1_N292traC_R GGAATTCcatatgTTCAACGTTACCTCTATCAA Cloning of traCN292 on pET22b(+) 

nic_con_F GATCGTGTCGGCTTGCTGT Confirmation of deletion of NAH7K3 

nic_con_R TTGCTCATCACTCGGATCG Confirmation of deletion of NAH7K3 

pNITGm_oriTN_F1 TACCCGGGAGCTCGATTTGCACCCTATCTGCACC Construction of pNIT301 

pNITGm_oriTN_R1 GGGGTGACGCCAAAGGGTGTTCCTCTCTGAGCC Construction of pNIT301 

pNITGm_oriTN_F2 GATGTGTATAAGAGACAGTTTGCACCCTATCTGCACC Construction of pNIT301 

pNITGm_oriTN_R2 TGGCAAAAGCTTCGAAGGTGTTCCTCTCTGAGCC Construction of pNIT301 



 

 26 

pNITGm_oriTSacB_F CTTTGGCGTCACCCCTTAC Construction of pNIT301 

pNITGm_oriTSacB_R CAGATGTGTATAAGAGACAGGCGGCATCAGAGCAGATTG Construction of pNIT301 

Gm1_F CCATTCAGGCTGCGCAACTGTTG Construction of pNIT301 

Gm1_R GCAGCGAGTCAGTGAGCGAG Construction of pNIT301 

SpeⅠ_traC_F TAAactagtCCGGTCAAGCAGCAGCATAAC Construction of of pUC18traC 

XhoⅠ_traC_R1 GGGctcgagGCCTGGCCTATATTCTTC Construction of pUC18traC  

a  Recognition sites for restriction enzymes are indicated by lower and italicized letters. 

b The nucleotide sequence able to anneal to the NAH7 traA gene is located at the positions from 20276 to 20256 on the NAH7 

map. 

c The nucleotide sequence able to anneal to the strand of NAH7 traD gene is located at the positions from 19671 to 19691 on the 

NAH7 map. 
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1-2-3. プラスミドの作製  

pNIT101の作製 

	 XhoI_NAH7_oriT_F と NheI_NAH7_oriT_R のプライマーセットを用いた PCR で NAH7 の

traD-traA間を増幅し、この断片を pNIT6012の XhoI-NheI siteにクローニングした(Fig. 1-1)。 

 

pNIT102-112の作製 

	 Table1-3に示した 11種のプライマーと XhoI_NAH7_oriT_Fあるいは NheI_NAH7_oriT_Rのプラ

イマーセットを用いた PCRで NAH7の traD-traA間の一部を増幅し、これら断片をそれぞれ

pNIT6012の XhoI-NheI siteにクローニングした pNIT102-112を作製した(Fig. 1-1, Fig. 1-10)。 

 

pNIT301の作製 

	 pNITGm_oriTN_F1と pNITGm_oriTN_R1および pNITGm_oriTN_F2と pNITGm_oriTN_R2のプラ

イマーセットで 2種の oriT断片、pNITGm_oriTSacB_Fと pNITGm_oriTSacB_Rのプライマーセッ

トで pEX18Tcを鋳型に sacB断片、Gm1_Fと Gm1_Rのプライマーセットで pTnGm1を鋳型に Gm

耐性(Gmr)遺伝子を含む断片を PCRで増幅した。Gmr遺伝子を含む断片を PvuIIで処理後、これら

4つの DNA断片を pNIT6012の EcoRI siteに Gibson Assembly kitでクローニングした pNIT301を

作製した(Fig. 1-2)。２つの oriTが同方向あり、その間に Gmr遺伝子と sacBをクローニングしてあ

る。Gmr遺伝子と sacBが機能することを、このプラスミドを有する株が Gm耐性、スクロース感

受性になることで確認した。 

 

pUC18traCの作製 

	 SpeI_traC_FとXhoI_traC_R1のプライマーセットを用いた PCRでNAH7の traC断片を増幅し、

この断片を pUC18の XbaI-SalI siteに traCを IPTG誘導可能なコンストラクトでクローニングした

pUC18traCを作製した(Fig. 1-3)。 

 

pET22b292traCNの作製 

NdeI_N292traC__F、XhoI_N292traC_Rのプライマーセットを用いたPCRでNAH7のtraCN292断片を増

幅し、この断片をpET22bのNdeI-XhoI siteにクローニングしたpET22b292traCNを作製した(Fig. 1-4)。 

pEX18Tcnicupdownの作製 

	 sacB遺伝子をコードするpEX18TcにNAH7K2を鋳型にEcoRI_nic up_FとKpnI_nic_up_R、

KpnI_nic_down_FとBamHI_nic_down_Rの2組のプライマーセットを用いてPCRにより増幅したnic 

site上流域と下流域をpEX18TcのEcoRI-BamHIにクローニングし、pEX18Tcnicupdownを作製した

(Fig. 1-5)。 



 

 28 

 

Fig. 1-1 pNIT101のマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。pNIT102-pNIT112

も同様のコンストラクトで、赤色領域がそれぞれFig. 1-10に示した領域をクローニングしている。 

  

hypothetical protein 1830..2045

pVS1 partitioning protein StaA 1180..1809

hypothetical protein 878..1093

pVS1 resolvase 195..881

pVS1 replication protein RepA 2238..3311

pVS1 origin of replication 3377..3571

5522 XhoI (1)

oriTN 5092..5521

5086 NheI (1)

p15A origin of replication 4264..5091

tetA 7042..8316

RP4 mob region 8319..8692

pNIT101

8692 bp

tetR 7038..6361
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Fig. 1-2 pNIT301のマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。 

２つのoriTNは同方向にクローニングした。 

  

pVS1 replication protein RepA 2238..3311

hypothetical protein 1830..2045

pVS1 partitioning protein StaA 1180..1809

hypothetical protein 878..1093

pVS1 resolvase 195..881

pVS1 origin of replication 3377..3571

p15A origin of replication 4264..5091

oriTN 5919..5490

Gm 7699..8213

SacB 6046..7466

tetR 10387..9710

tetA 10391..11665

RP4 mob region 11668..12041

pNIT301

12041 bp

oriTN 8916..8487
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Fig. 1-3 pUC18traCのマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。 

TraCの転写がIPTG誘導で可能になるようにした。 

  

257 XbaI (1)

LacZ 262..146

TraC 3333..263

2477 SalI (2)

ori_ColE 4526..3938

LacZ 3540..3334

3334 SalI (2)

pUC18traC

5757 bp

Ap 5557..4697
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Fig. 1-4 pET22btraCN292のマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。N末端にHis

タグが付与されたTraCN292の転写がIPTGで誘導可能になるようにした。 

  

lac operator 1103..1079

TraCN292 1039..164

T7 terminator 67..21

lac\I 1509..2588

ColE1 origin 4022..4022

f1 origin 6227..5772

pET22b292TraC

6243 bp

His tag 152..135

T7 promoter 1122..1106
Ap 5640..4783
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Fig. 1-5 pEX18Tcnicupdownのプラスミドマップ。赤色と緑色で示した領域がクローニングした領

域を示す。nic siteの上流領域と下流領域をクローニングした。 

  

sacB 1630..209

oriT 2104..2928

lacZalpha 3590..3341

3585 BamHI (1)

nic_up 3591..4828

lacZalpha 5736..5717

5717 EcoRI (1)

nic_down 4835..5716

4829 KpnI (1)

tet 8186..6996

pEX18Tcnicupdown

8460 bp
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1-2-4. heat shock 法による大腸菌の形質転換法  

コンピテントセルの作製(CaCl2法) 

試薬 

 LB 

 TF buffer 15 mM CaCl2・H2O 

 
55 mM MnCl2・H2O 

 
250 mM KCl 

 
10 mM PIPES (pH 6.7) 

 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 

 

操作 

1. 400 mlの大腸菌の前培養液と 1 mlの 2 M MgCl2を 200 mlの LBに加えた。 

2. 18˚C、OD600=0.25程度になるまで培養した(約 48時間)。 

3. 培養液を氷水で急冷し、そのまま 10分間放置した。 

 (これ以降の操作は全て 4˚Cで行った) 

4. 2,700 × g、10分間遠心集菌した。 

5. 60 mlの氷冷した TFバッファーを加えて静かに菌を再懸濁し、再び 2,700 × g、10分間遠心集菌

する。この操作を 2回繰り返した。 

6. 16 mlの TFバッファーと 1.2 mlの DMSOを加え、菌を静かによく懸濁した。 

7. 冷凍庫で予冷した 1.5 mlチューブに分注し、すぐに液体窒素で急凍した。 

8. -80˚Cで保存し、形質転換に用いた。 

 

形質転換 

操作 

1. 氷上で融解させたコンピテントセルに DNA溶液を加え、氷上で 30分間静置した。 

2. 42˚Cで 45秒間 heat shockを与え、氷上で 2分間静置した。 

3. SOC培地を 1 ml加えて、37˚Cで 60分間培養した。 

4. 選択培地のプレートに培養液を適量塗布し、37˚Cで一晩培養した。 

 

1-2-5. electroporation法による形質転換法  

	 GENE PULSER (BIO-RAD)を使用し、以下の手順で行なった。 

試薬 

菌体洗浄用 buffer (1mM MOPS buffer)  
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3-Morpholinopropanesulfonic acid (MOPS)  42 mg 

Glycerol      20 g 

up to dH2O 200 ml 

 

操作 

1. 菌体を 30˚Cまたは 37˚Cで 3-5時間液体培養した 

2. 遠心集菌した。 

3. 1 mlの氷冷した MOPS bufferで 3回洗浄した。 

4. DNA溶液を加えた。 

5. 氷冷したキュベットに DNA-菌懸濁液を入れた。 

6. GENE PULSERにキュベットをセットし、1.8 V、200 Ω、25 µFでエレクロトポレーションを行

なった。 

7. LB培地を加えた。 

8. 菌液をチューブに入れ、1時間培養した。 

9. 選択培地プレートに培養液を塗布して、一晩培養した。 

 

1-2-6. DNA塩基配列決定法  

本研究における DNA塩基配列の決定は、ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit (Applied Biosystems)と ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)を用いた。

操作は添付の説明書に従って行った。 

 

1-2-7. nic site欠失 NAH7の作製   

	 相同組換えを利用してマーカーレスの nic site完全欠失 NAH7作製を行なった。

pEX18TcnicupdownをエレクトロポレーションによりG7K2株に導入し、1/3LB寒天培地で培養しTc

によって選択した。生育したコロニーに対して、コロニーPCRによりpEX18TcnicupdownがNAH7K2

に組換えが起きたことを確認した後、10％スクロースを添加した1/3LB寒天培地で培養した。相同

組換えによりsacB遺伝子が失われた株は本培地上で生育することができる。生育したコロニーを

シークエンスにより、nic siteの破壊を確認した。 
 

1-2-8. 接合伝達実験  

	 接合実験は、0.45-µm-pore-size cellulose acetate filter (Advantec)を使用し寒天培地上で行った。本

研究では NAH7との接合伝達を行う際に、Km耐性遺伝子を付与した NAH7K2を使用し、Km耐

性を指標として接合伝達体の選択を行った。pNIT6012 誘導体の接合伝達を行う際には、Tc 耐性

を指標として接合伝達体の選択を行った。供与菌は P. putida G7株を使用し、受容菌は P. putida 
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KT2440株に Gm耐性を付与した KT2440G2株を使用した。 

	 接合伝達頻度の算出は、供与菌、受容菌、接合伝達体の抗生物質耐性を指標として colony-forming 

unit (CFU)を測定し、接合体/供与菌を算出した。なお、最終的な接合伝達頻度は 3 回以上の独立

した実験から求めた。 

操作 

1.  供与菌および受容菌を一晩液体培養した。 

2.  1 mlの受容菌を遠心(10,000 rpm、室温、1分間)し、菌体を集めた。 

3.  1/3LBで 2回洗浄した。 

4.  集菌した受容菌に 1 mlの供与菌を加え、十分に混合した。 

5.  遠心により菌体を集めた。 

6.  １/3LB寒天培地上に filterを置き、そこに 50 µl程度に濃縮した菌液をスポットした。 

7.  30˚Cで 24時間培養した。 

8.  適宜希釈後、プラスミドを保持する受容菌を選択する培地に塗布した。接合伝達頻度を算出す

る際は適宜希釈し、接合伝達体および、供与菌、受容菌の選択培地に 10 µlずつスポットした。 

9.  30˚Cで 1-2日培養した。接合伝達頻度は供与菌当たりの接合伝達体の CFUで算出した。 

 

1-2-9. Resolution Assay 

	 pNIT301 を用いた oriT 間の部位特異的相同組換えを行なった。なお、組換え頻度(Tcrかつスク

ロース rの CFU /Tcrの CFU)は 3回以上の独立した実験から求めた。 

 

操作 

1. recA strainであるE. coli EC100(pNIT301)株をエレクトロポレーション法で pUC18traCあるいは

pUC18で形質転換し、Gm及び Ap含有培地で選択した。 

2. これら形質転換体を Tc及び Ap含有 1/3LB液体培地で一晩培養後、Tc含有 1/3LB培地と Tc、

10%スクロース含有 1/3LB培地で選抜した。 

3. コロニーをカウントした。 

4. つまようじを用いて Tcおよび 10%スクロース含有 1/3LB培地中のコロニーを Gm培地に植菌

し、Gm感受性を確認した。 

 

1-2-10. Hisタグを付与した TraCN292の大量発現と精製  

	 Hisタグを付与した TraCN292の大量発現を以下の操作で行った。 

操作 

1. pET22b292traCをエレクトロポレーションによって E. coli BL21(DE3)に導入し、Apを含む LB
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寒天培地上で、37˚Cで一晩培養した。 

2. LB寒天培地上に生育した菌体をかきとって 100 µg/mlの Apを含む 100 mlの LB液体培地に懸

濁し、OD660=0.6程度になるまで 37˚Cで培養した。 

3. IPTGを終濃度 0.5 mMとなるように加え、30˚Cで 9時間程度振とう培養を行ってタンパク質

を大量発現させた。 

4. 培養液を 50 mlファルコンチューブに移し、4˚C、10,000 rpmで 5分間遠心した。遠心後、上

清を廃棄した。 

5. 直ちに本懸濁液から酵素の精製を行わない場合は、-80˚Cにて保存した。 

 

Hisタグを付与した TraCN292の精製を以下の試薬、操作で行った。 

試薬 

・タンパク質洗浄用バッファー(pH 7.5、0.5 M NaCl、10 mM imidazole) 

imidazole  0.68 g 

NaCl  29.2 g 

1 M K2HPO4溶液 6.8 ml 

1 M KH2PO4溶液 3.2 ml 

	 imidazoleとNaClを蒸留水に溶解させて 980 mlにメスアップ後、オートクレーブ滅菌を行った。

その後、1 M K2HPO4溶液と 1 M KH2PO4溶液を加えて 1 Lのタンパク質洗浄用バッファーとした。 

 

・タンパク質溶出バッファー (pH 7.5、0.5 M NaCl、0.5 M imidazole) 

imidazole  34 g 

NaCl  29.2 g 

1 M K2HPO4溶液 16.8 ml 

1 M KH2PO4溶液 3.2 ml 

	 imidazoleとNaClを蒸留水に溶解させて 980 mlにメスアップ後、オートクレーブ滅菌を行った。

その後、1 M K2HPO4溶液と 1 M KH2PO4溶液を加えて 1 Lのタンパク質溶出バッファーとした。 

	 上記 2種類の溶液を混合した後、蒸留水を加えて 100 mlにメスアップし、オートクレーブ滅菌

した。 

 

・タンパク質保存バッファー (pH7.5、20 mM Tris-HCl、5 mM MgCl2、100 mM NaCl、0.1mM EDTA) 

・BD TALON Metal Affinity Resins (BD Bioscience) 

 

操作 
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1. 100 ml分の集菌した大腸菌に対して大腸菌細胞溶解試薬 CelLytic B (Sigma-Aldrich)を 10 ml加

えた。 

2. vortexを用いて、菌体が完全に溶解するまで懸濁し、粗酵素液を抽出した。 

3. ROTATOR RT-50 (TAITEC)を用いて、4˚Cで 30分程度混合した。10,000 rpmで 10分間遠心し、

上清画分を得た。 

4. BD TALON Metal Affinity Resins (以下レジン)をタンパク質洗浄バッファーにて 3回洗浄した。

レジンの洗浄は以下のように行った。 

1)レジン 200 µlを 2 ml容チューブに添加して、4˚C、700 × gで 1分間遠心した。 

2)上清約 100 µlを廃棄し、10倍量(1 ml)のタンパク質洗浄用バッファーを加えて混合し、vortex

を用いずに指でチューブをはじくようにして撹拌した。 

3) 1)と同様に遠心後、上清を廃棄した。 

4)再度 1 mlのタンパク質洗浄バッファーをチューブに添加し、1)と同様に遠心後、上清を廃棄

した。 

5) 4)をもう一度繰り返した。 

5. 約 200 µlの洗浄済みレジンと上清画分を混合した。 

6. ROTATOR RT-50を用いて 4˚Cで 1時間程度混合し、Hisタグを付与したタンパク質をレジン

に吸着させた。 

7. 4˚C、700 × gで 1分間遠心した。遠心後、レジンを吸い取らないように注意しながら上清をチ

ューブから取り除いた。 

8. 2 mlのタンパク質洗浄バッファーを加えて指でチューブをはじいて撹拌し、4˚C、700 × gにて

1分間遠心した。遠心後、レジンを吸い取らないように注意しながら上清をチューブから取り

除いた。 

9. 8.の操作をもう 2回(計 3回)繰り返した。 

10. 予め氷冷しておいた 500 µl のタンパク質溶出バッファーをレジンに添加して指ではじいて撹

拌し、その後 20分間 ROTATOR RT-50を用いて混合した。 

11. 4˚C、700 × gで 1分間遠心した。 

12. 遠心後、上清 500 µlをエッペンチューブに移した。 

13. 10の操作をもう一度行い、遠心してもう 500 µl (計 1 ml)の精製タンパク質を得た。 

14. Vivaspin (Sartorius)限外ろ過膜を使用して、タンパク質保存バッファーに置換した。方法は、

添付の説明書に従った。 

15. PCRチューブに 20 µlずつ分注し、液体窒素で瞬間凍結した後、-80℃で保存した。 
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1-2-11 タンパク質濃度の定量  

	 プロテインアッセイキット(BIO-RAD)を用いてタンパク質濃度を定量した。標準試料には 0.1% 

BSA (Takara)を用いた。 

操作 

1. 0.1% BSAが 0、0.1、0.2、0.3 mg/mlとなるように蒸留水を用いて適宜希釈した。 

2. 精製後のタンパク質溶液を 0.1-0.3 mg/mlの範囲の濃度となるようにタンパク質保存バッファ

ーで希釈した。 

3. プロテインアッセイキットを蒸留水で 5倍に希釈した溶液を 35タンパク質試料に加え、vortex

で 5-10秒混合した。 

4. 96穴プレートに 200 µlずつ分注した。 

5. iMarkTMマイクロプレートレーダー (BIO-RAD)を用いて、595 nmの波長で吸光度を測定した。 

6. 標準試料の検量線を 0.1-0.3 mg/mlの範囲で作製し、その検量線を用いてタンパク質濃度を算

出した。 

 

1-2-12 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 

試薬 

泳動用バッファー (1L)  3 g Tris 

    14.4 g Glycine 

    1 g SDS 

染色液    0.05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 

    50% メタノール 

    10% 酢酸 

脱色液    25% メタノール 

    7% 酢酸 

泳動試料の作製 

操作 

1. 2 × sample buffer (Bio-Rad)とタンパク質試料を等量ずつ、合わせて 20 µlになるように混合した。 

2. 5分間、95˚Cで煮沸した。 

電気泳動と染色・脱色 

操作 

1. 長寿ゲル(Wako)のウェルにタンパク質試料と分子量マーカーをアプライした。このとき、タ

ンパク質試料は 10 µl、分子量マーカー (BIO-RAD)は 3 µl用いた。 

2. 20 mAで dye frontがゲルの下端に到達するまで電気泳動を行った。 



 

 39 

3. 染色液にゲルを沈め、数分間振とうした。 

4. ゲルを蒸留水でよくすすぎ、染色液を落とした。 

5. 脱色液と丸めたキムワイプをタッパー中に入れ、一晩穏やかに振とうしながらキムワイプに色

素を吸着させて脱色した。 

 

1-2-13. nic siteの同定  

	 6-carboxyfluorescein (以下 FAM)でラベルした oriTを含むDNA断片と TraCN292を反応させた後、

前途の 3130 Genetic Analyzer (キャピラリーシークエンサー)で FAM-DNAを検出した。 
 
FAMラベル付き oriTDNA断片の作製 
	 oriT の全長を含む DNA 断片のそれぞれの鎖の 5’末端に FAM ラベルを付与した FAM-oriT1 と
FAM-oriT2 を作製した。FAM-oriT1 は Fig. 1-6 (b)で示した鎖に FAM ラベルが付与してあり、

FAM_oriT_FAM1 と NheI_oriT_Rv のプライマーセットを用いた PCR で得た。一方、FAM-oriT2
はそれの相補鎖に FAMラベルが付与してあり、XhoI_oriT_Fwと FAM_oriT_FAM2のプライマー
セットを用いた PCRで得た。 
	 pNIT112を鋳型に FAM-pNIT5548と pNIT5041、pNIT5548と FAM-pNIT5041のプライマー
セットを用いた PCRで FAM-112-1と FAM-112-2を得た。 
 
His-TraCN292の Nicking活性 
操作 
1. 10 µlスケールで Nicking buffer (pH7.5、20 mM Tris-HCl、5 mM NaCl、0.1mM EDTA)中に 25 ng

の FAMラベル DNAと 2.4 µM His-TraCN292と 1 µg salmon sperm DNA、5 mM MgCl2 (終濃度)を

混合した。 

2. 30˚Cで 30 minインキュベートした。 

3. BigDye X Terminator purification kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて DNA断片を精製した。 

4. 精製物と GeneScan 500 LIZ standard (Life Technologies)を混合した後、95˚Cで 3分インキュベー

トした。 

5. ABI PRISM 3130xl sequencerで FAM及び standardのピークを検出した。 

6. TraceViewer (http://www.ige.tohoku.ac.jp/joho/traceviewer/)で解析した。 

 

G+A ladderの作製 

基本的に Eckertの方法 (50)に従って行なった。 
操作 
1. 10 µlの FAMラベル DNA断片にギ酸を 25 µl加えた。 

2. 25˚C、5分でインキュベートした。 

3. Stop buffer (0.3M sodium acetate, 0.1mM EDTA)を 200 µl加え混合した。 
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4. この溶液をエタノール沈殿した。 

5. 減圧乾燥後、70 µlの 10%ピペラジンに溶解した。 

6. 90˚C、30分間インキュベートした。 

7. 減圧乾燥でピペラジンを完全に除いた。 

8. ABI PRISM 3130xl sequencerで FAM及び standardのピークを検出した。 

9. TraceViewerで解析した。 

 

1-2-14. 塩基配列の解析及び DNAの高次構造の比較  

	 MAFFT (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/)を用いて oriT (traD-traA間)の塩基配列と relaxaseの

アミノ酸配列を比較した。また Mfold (51)を用いて nic site周辺の高次構造を比較した。 

 

1-3. 結果 
1-3-1. NAH7の oriTの同定  

	 トルエン分解プラスミド pWW0の接合伝達関連遺伝子はNAH7の当該遺伝子とアミノ酸レベル

でおおよそ 74%の相同性を示す(41)。このように比較的高い相同性を示す pWW0 の oriT が

traD-traA間の領域に存在すると推定されている(42)ことから、NAH7の oriTも traD-traA間に存在

する可能性が高いと考えた。実際、本領域には複数の特徴的な繰り返し配列が存在する(Fig. 1-6)。 

	 oriT を有するプラスミドは、そのプラスミド上に接合伝達関連遺伝子が存在しなくても宿主細

胞内に当該 oriTに作用し得る接合伝達関連遺伝子が共存すれば接合伝達可能である(Fig. 1-7)。そ

こで、汎用の広宿主域ベクターpNIT6012 (Tcrをコード)に NAH7の推定 oriT領域を含む traD-traA

間(NAH7 配列上の position 19758-20187)の 430 bp をクローニングしたプラスミド pNIT101 が、

NAH7 にコードされた接合伝達関連遺伝子によって接合伝達可能であるかを検討した。pNIT101

と NAH7K2 (Km耐性マーカーを付与した NAH7誘導体)を保持する G7(NAH7K2)(pNIT101)株を供

与菌、KT2440G2株を受容菌として、pNIT101と NAH7K2それぞれの接合伝達頻度を測定した。

ネガティブコントロールとしては供与菌 G7(NAH7K2)(pNIT6012)株から受容菌 KT2440G2 株への

NAH7K2および pNIT6012の接合伝達頻度を測定した。 

	 結果、供与菌 G7(NAH7K2)(pNIT101)株から受容菌 KT2440G2株への pNIT101の接合伝達が 8.0 x 

10-5の頻度で観察された(Table1-4)。Tc耐性の接合伝達体コロニーのうちの 23%が Km感受性であ

り、pNIT101 は NAH7 とは独立して接合伝達可能なことが強く示唆された。一方、供与菌を

G7(NAH7K2)(pNIT6012)株とした場合には、NAH7K2の接合伝達は観察されたが、pNIT6012の接

合伝達は観察されなかった。さらに KT2440(pNIT101)株を供与菌とした接合伝達試験から NAH7

非保持株は pNIT101を接合伝達できないことが明らかとなった。 
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Fig. 1-6 (a) NAH7の oriT (oriTN) とその周辺遺伝子。oriTNは traAと traDの間に位置している。 

(b) 430 bpの oriTNの塩基配列。traA側の末端を position 1とした。この positionは Fig. 1-10にも対

応している。推定 IHF結合配列を赤、nic siteを赤スラッシュ(/)で示した。traABCと traDEFオペ

ロンの推定プロモーターを四角枠で示した。ダイレクトリピートは矢印、インバートリピートは

網掛けで示した。 

(c) oriTNの position 119 - 226間の推定二次構造。nic siteは赤三角で示した。 

(d) NAH7K3の配列。nic siteを含む配列を KpnIの認識配列に置換した。 
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Fig. 1-7 pNIT101を用いた接合伝達試験の模式図。pNIT101に接合伝達関連遺伝子を transに供給

し、pNIT101の接合伝達能を指標に oriTの同定を行なった。 

   

pNIT101 

供与菌G7株 (TcKm耐性)

NAH7 

GmR 

 (TcR) 

推定oriT 

(KmR) 

受容菌KT2440株 (Gm耐性)

R 
R 

接合対 

pNIT101：Tc耐性
NAH7:Km耐性
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これらの結果に基づき、クローニングした領域は NAH7 の oriT (以後、この領域を oriTNと示す)

を含んでいると結論づけた。 

1-3-2. TraCによる２つの oriTN間の部位特異的組換え  

	 TraC が同一レプリコン上で同方向に存在する 2 つの oriTN間の部位特異的組換えを触媒するか

検討した。この組換えを簡便に検出するために pNIT6012 に oriTN-sacB-Gmr-oriTN を導入した

pNIT301を作製した(Fig. 1-2)。また、pUC18に traCを導入し、IPTG による traCの転写誘導が可

能なプラスミド pUC18traCを作製した(Fig. 1-3)。 

	 recA- strainである E. coli EC100(pNIT301)株を pUC18traCあるいは pUC18で形質転換し、Gm及

び Ap 含有培地で選択した。これら株を Tcと Ap 及び IPTG 含有 1/3LB 培地で一晩培養した後、

Tc及びスクロース含有 1/3LB培地、Tc含有 1/3LB培地に塗布した。EC100(pNIT301)(pUC18traC)

株の方が EC100(pNIT301)(pUC18)株に比べて Tc、スクロース耐性コロニーの出現率が 70 倍高か

った(Table 1-4)。さらに、これらコロニーは調べた限り全てが Gmsであり、そのうちいくつかの

コロニー由来の pNIT301の oriTN - sacB - Gmr
 - oriTN領域が oriTNのみになっていることをシークエ

ンシングで確認した。この結果から TraCが oriTN間の部位特異的組換えを触媒すると結論した。 

 

1-3-3. NAH7の nic siteの同定  

	 relaxaseが二本鎖プラスミドを一本鎖化する開始点は nic siteと呼ばれ、oriT内に存在する接合

伝達に必須な要素である。前項で TraCの relaxase機能が判明したので、in vitroで nic siteの同定

を行なった。TraCの N末端側の 292アミノ酸領域に nicking活性を担う relaxase_domainが存在す

るとアミノ酸配列から推定できたため、本領域に His タグを付与したタンパク質(His-TraCN292)を

用いて nicking Assayを行った。His-TraCN292を発現するプラスミド pET22b292TraCを作製し、E. coli 

BL21(DE3)に導入した。本株は IPTG 誘導により、His-TraCN292の推定分子量と良く一致する約 33 

kDa のタンパク質を発現し、本タンパク質は Hisタグを利用した手法で精製可能であった(Fig.1-8)

ことから、本タンパク質は His-TraCN292であると結論した。精製した His-TraCN292と FAM-oriT1を

反応させ、キャピラリーシークエンサーで解析したところ、FAM-oriT1 の全長より短いピークが

出現した(Fig.1-9)。G+Aラダーと比較し、この短いピークは oriT内の position 214塩基の 3’側で切

断されて生じる断片由来のピークであることが明らかとなった(Fig.1-9)。一方で TraCN292 と

FAM-oriT2を反応させた場合は明確なピークは出現しなかった(data not shown)。これらの結果よ

り、NAH7の nic siteは position 214塩基と 215塩基の間(Fig. 1-6)であると結論した。 

	 接合伝達関連遺伝子群のプロモーターを破壊せず、nic site を含む 18 bp を 6 塩基の配列
(GGTACC: KpnI認識配列)で置換した NAH7K3を作製し(Fig. 1-6d)、本プラスミドの接合伝達能を
検討することで、traD-traA 間に存在する oriT が NAH7 において唯一無二なのか検証した。その
結果、供与菌 G7(NAH7K3)(pNIT101)株から受容菌 KT2440G2 株への NAH7K3 の接合伝達は観察
されなかったが、pNIT101の接合伝達は観察された(Table 1-3)。このことから NAH7K3の接合伝
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Table 1-3. Conjugative transfer and mobilization of plasmids a  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a All the recipients used were KT2440G. The NAH7 derivatives and pMT1405 carry the Kmr gene, and the pNIT series of plasmids the Tcr gene. The 

transfer and mobilization frequencies, which are the mean values from at least three independent experiments, are expressed by dividing the numbers 

of Kmr and Tcr transconjugants, respectively, by the number of donor cells. The number of Tcs clones among 48 Kmr transconjugants and that of the 

Kms clones along the 48 Tcr transconjugants shown in the fourth and sixth columns, respectively. N.T., not tested 

 

 Transfer frequency  Mobilization frequency 

Host Plasmid Kmr transconjugants Tcs clones Tc r transconjugants Kms clones 

G7 NAH7K2 + pNIT6012 1.2 x 10-3 48/48  <1.2 x 10-8 N.T. 

G7 NAH7K2 + pNIT101 6.0 x10-5 37/48  8.0 x 10-5 11/48 

G7 NAH7K2 + pNIT201 1.4 x 10-3 40/48  1.3 x 10-3 8/48 

G7 NAH7K3 + pNIT6012 <1.1 x 10-8 N.T.  <1.1 x 10-8 N.T. 

G7 NAH7K3 + pNIT101 <5.1 x 10-8 N.T.  5.3 x 10-4 48/48 

KT2440 pNIT6012 <1.4 x 10-8 N.T.  <1.4 x 10-8 N.T. 

KT2440 pNIT101 <4.8 x 10-8 N.T.  <4.8 x 10-8 N.T. 
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Table 1-4. Site-specific recombination between two copies of oriTN  a 

 

Plasmid 
Recombination frequency (Tcr/Tcr Sucroser) 

none pUC18 pUC18traC 
pNIT301 9.2 x 10-6 (48/48) 4.7 x 10-6 (48/48) 3.3 x 10-4 (48/48) 

 
a The recombination frequency was calculated by dividing the number of Tc- and 
sucrose-resistant colonies by that of Tcr colonies. The mean value obtained from at 
least three independent experiments is shown. The number of Gms clones per 48 Tc- 
and sucrose-resistant colonies is indicated in parentheses. 
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FIG. 1-8. His-TraCN292の大量発現と精製。BL21(DE3)(pET22b292TraC)株を用いて IPTG誘導により

His-TraCN292を大量発現し、His タグを用いて精製した。12.5%の SDS ポリアクリルアミドゲルで

電気泳動し、CBB染色した。レーン 1, サイズマーカー; レーン 2, トータル細胞; レーン 3, 粗酵

素液; レーン 4, 精製画分。 
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達不全は、接合伝達関連遺伝子発現の健全性が失われたためではないことが確認され、traD-traA

間に存在する oriTが NAH7の唯一無二の oriTであると結論した。 

 

1-3-4. oriTの deletion解析  

	 NAH7の oriT領域を Fig. 1-6に示した。この領域には relaxaseを含む Dtrシステム関連タンパク

質が結合すると推定されるリピート配列や、接合伝達関連遺伝子群のプロモーターと考えられる

配列が存在していた。oriT として機能するために重要な領域をさらに絞り込むために、本領域の

deletion 解析を行なった。すなわち、traD-traA 間の異なる 11 領域をそれぞれ含むプラスミド

pNIT102から pNIT112 (これらを総称して pNIT10Xとする)を作製し(Fig. 1-10)、これらを NAH7K3

と共存させた G7(NAH7K3)(pNIT10X)株から KT2440G2株への pNIT10Xの接合伝達頻度を測定し

た(Fig. 1-4)。 

	 pNIT101と比べて 49 bp短い oriTNを有する pNIT102は頻度に影響が無かったが、さらに切り詰

めた pNIT103 から pNIT107 は頻度が 5 倍から 320 倍低下した。特に pNIT104 と pNIT105 を境に

有意な頻度差あり、IR1が接合伝達に重要であることが示唆された。さらに、pNIT107までは接合

伝達体が得られていたが、IR4を欠失した pNIT108 では接合伝達体が得られなかった。一方で、

下流側の欠失は頻度への影響が少なく、218 bpを欠失した pNIT111も頻度に影響がなかった。nic 

site を欠失した pNIT112 もわずか 10 倍の頻度低下しか示さなかった。これらの結果から oriTNの

nic siteの上流側が接合伝達に重要なことが明らかとなった。 

	 pNIT112は同定した nic site (上述)を欠くにも関わらず、接合伝達可能であった。この場合には

他の site に nick を導入していると考えられる。しかし、His-TraCN292と FAM-112-1、FAM-112-2

を反応させ、キャピラリーシークエンサーで解析しても FAM-112の全長より短いピークは出現せ

ず(Fig.1-9c)、TraCが pNIT112上のどの siteに nickを導入しているのかは不明であった。 

1-4 考察 
	 本研究で、NAH7上の traAと traDの間の 430 bpが oriTとして機能すること、さらに His-TraCN292

を用いた in vitro nicking assayで position 214塩基と 215塩基の間に nic siteがあることが明らかと

なった。これまでの nic siteを同定する方法(52, 53)では放射性ラベル付き oriTと relaxaseを反応さ

せたサンプルとシークエンスラダーをポリアクリルアミドゲルで電気泳動していた。本研究で用

いた手法は、放射性ラベルの代わりに FAM ラベル、ポリアクリルアミドゲル電気泳動の代わり

にキャピラリー電気泳動を用いた。本実験手法は新規かつより簡便な nic site同定法である。 

	 多くの接合伝達性プラスミドの oriT内には複数の IRが存在しており、nic siteは特定の IRの 8

から 10塩基下流に位置する例が多かった(Fig. 1-11)。研究開始当初は、他のプラスミドとの比較

から NAH7の nic siteは IR4の 10塩基下流に位置すると推定していたが、実際には IR4の 11塩基

下流であった。oriTN内には IR4の他に 3つの IRが存在しており、IR4と IR1は効率的な接合伝達 
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Fig. 1-9 in vitroアッセイによる NAH7の nic siteの同定。 

(a) FAM-oriT1に His-TraCN292を加えたサンプル(+)と加えないサンプル(-)の蛍光 peakパターンを

示した。X軸はフラグメントのサイズ、Y軸は蛍光強度を示している。His-TraCN292を加えた場合

に出現した peakを赤三角で示した。オレンジの peakは GeneScan 500 LIZのスタンダードを示し

ている。 

(b) His-TraCN292を加えたサンプルと G+A ladder サンプルとその 2 つを混合したサンプルの蛍光

peakのパターンの拡大図。 

(c) FAM-112-1と FAM-112-2に His-TraCN292を加えたサンプルの蛍光 peakパターンを示した。 
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Fig. 1-10 pNIT101-pNIT112の deletion領域とその接合伝達頻度。それぞれの断片の両側の数字は oriTNの塩基 positionを示している。4つの IRは色

付きのシャドウで示し、DRは矢印で示した。赤三角は nic siteを表している。接合伝達頻度は供与菌のコロニー数当たりの接合伝達体のコロニー数

で算出し、3回の独立した試験結果の平均値である。 

t-検定で統計処理を行なった。＊は pNIT101の値と、＊＊は pNIT104と有意な差があることを示している(P<0.05)。 
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に重要であることが deletion解析から強く示唆された(Fig. 1-10)。R388の研究で nic siteの最も近

傍に位置する IRは TrwCの結合と nick導入に必須であることが明らかとなっている(54)。本研究

でも nic siteの最も近傍に位置する IR4を deletionした pNIT108は接合伝達不能となった。これは、

R388 と同様に IR4が TraC の機能に必須であることを意味すると考えている。また、IR1を含む

position 1から 138塩基を deletionすると大きな接合伝達頻度の低下が観察されたことから、この

領域に未同定のアクセサリータンパク質が結合し、この結合が接合伝達効率の上昇に繋がってい

る可能性が考えられた。R388 の接合伝達システムでは、TrwC と共に機能するアクセサリータン

パク質である TrwAが知られている(Fig.1-11)。TrwAは nic siteの上流に結合し、TrwCの nicking

活性を高める(55)。trwAは trwABCオペロンの先頭の遺伝子である。NAH7上の traABCオペロン

の先頭の遺伝子である traA も trwA と同じ役割をしている可能性が考えられたが、TraA と TrwA

のアミノ酸配列は大きく異なっており、R388の oriT (oriTR388)上に存在する TrwAが結合する領域

である sbaAや sbaBと相同性が高い領域も oriTN上には見出されなかった。oriTNの positoin 1から

138 塩基の役割を明らかにするには更なる解析が必要である。oriTN 上には推定 integration host 

factor (IHF)-binding siteが見出され、この siteを含んだ領域を deletionすると接合伝達頻度が低下

した。oriTR388上の nic site近傍に２つの IHF binding siteが存在し、IHFが relaxosomeのアセンブリ

に重要な役割を果たしているという知見があるが(56)、oriTNの推定 IHF siteは nic siteと比較的離

れた位置に存在していた。従って、実際に、この推定 IHF binding siteに IHFが結合したとしても、

R388の接合伝達システムとは異なる機能を担っている可能性が高いと考えられる。nic siteの下流

には多くの DRが存在していたが、この下流領域を deletionしても接合伝達頻度にはあまり影響が

なかった。pNIT112にクローニングした nic siteを含まない oriT (oriT112)領域を有するものもわず

か 10 倍の低下しか観察されなかった。この場合の nic site がどこであるか興味が持たれるが、

His-TraCN292のみを用いた in vitro nicking assayでは明確な peakは検出されなかった。in vivoでは

アクセサリータンパク質の働きにより効率的に oriT112に nickを導入している可能性が考えられる。 

	 TraCは接合伝達非依存的に同一レプリコン上の同方向に存在する 2つの oriT間で部位特異的組

換えを触媒した(Table1-4)。また、先行研究で traCを破壊した NAH7(NAH７ΔtraCとする)は接合

伝達不能になり、G7(NAH７ΔtraC)株に traCを相補した株は接合伝達能が回復した。これらの結

果から、traCは relaxaseとしての性質を有すると結論した。TraCと TrwCのアミノ酸配列の比較

を行ったところ、MOBF属の relaxase domainの相同性は比較的高く、特に relaxaseの機能に必要な

求核置換反応を行うチロシン残基や金属イオンをキレートするヒスチジン残基などが保存されて

いた(Fig. 1-12)。しかし、NAH７ΔtraCに trwCを相補した株では接合伝達能は回復せず、逆に trwC

を破壊した R388に traCを相補した株でも接合伝達能は回復しなかった(data not shown)。relaxase

含む接合伝達マシーナリーと oriTの間には、高い特異性があること知られていることから(57-59)、。 
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Fig. 1-11 nic siteを含む oriT領域の配列比較。(a) MOBFに属する 5つのプラスミドを比較した。赤

スラッシュは実験的に同定された nic site、青スラッシュは推定 nic siteを示す。緑シャドウは IR。 

(b) 各プラスミドの nic site周辺配列の推定二次構造。赤三角は実験的に同定されている nic site、

赤枠白三角は推定 nic siteを示している。 

(c) NAH7、R388、pWW0の nic site、IRを含んだ oriT配列の比較。position番号は Fig. 1-6bと同じ。

ドットは NAH7と同一塩基、ハイフンは塩基がないことを示している。シャドウは IRを示す。ihfA

と ihfBは IHF結合領域、sbaAと sbaBは TrwA結合領域、sbcAは TrwC結合領域を示す。  

NAH7  TGTCACCTCCCGCTAGGGGGGTGCGTATTGTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTT
pWW0  TTCCACCTCCCGCAAGGGAGGTGCGTGTTGTGTA/TTGAGACTTTGACCCTGTTAAGGGTCGAAGTT
R388  TGACTTACGCGCACCGAAAGGTGCGTATTGTCT/ATAGCCCAGATTTAAGGATACCAACCCGGCTTT
F     AAATCAGCAAAAACTTGTTTTTGCGTGGGGTGT/GGTGCTTTTGGTGGTGAGAACCACCAACCTGTT
R100  AAATCAGCAAAAACTTGTTTTTGCGTAGTGTGT/GGTGCTTTTGGTGGTGAGAACCACCAACCTGTT
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R388と NAH7の relaxaseに機能互換性がなかったのは、それぞれの relaxaseが他の oriTに nick

導入ができなかった可能性が考えられる。 

	 NAH7の oriTと relaxase遺伝子は IncP-9群のプラスミド(pDTG1、pWW0、pNAH20) (60)でよく

保存されており(data not shown)、本研究で NAH7を対象に得た知見は他の IncP−9群プラスミドに

も反映することができると考えられる。pWW0は、比較した IncP-9群プラスミドのうち最も相同

性が低かったが(Fig.1-10, Fig. 1-11)、oriTNと pWW0の oriT (oriTwと略す)は 63%の identityを示し、

oriTN上の IR1と IR4は oriTw上にも保存されていた。特に、IR4から nic siteまでの配列はほぼ同一

であり、pWW0の nic siteも推定できた(Fig. 1-11)。relaxase遺伝子はアミノ酸レベルで 81%の identity

を示した。第 2章では NAH7と pWW0の接合伝達装置の機能互換性に関する実験を行った。 
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Fig. 1-12 各 relaxaseのアミノ酸配列の比較。アミノ酸残基番号の 15から 292が relaxaseドメイ
ン、473から 670が ATPaseドメイン、806から 914が UvrD-like helicaseドメインである。 
  

NAH7 MFNVTSIKGSNQYAAAGYYTA-ADDYYAKESPG-EWQGIGAELLGLAGPIDQKELAKLFDGKLPNGEVMPKTFDKETGNR
pWW0 .F...L...D........FSN-........A..-............E.A.......R..........R.A........T.
R388 .LSHMVLTRQDIGR..S..EDG.......DGDAS....K...E...S.EV.S.RFRE.LA.NIGE.HRIMRSATRQDSKE

NAH7 RMGLDLTFSAPKSVSMQALIAGDKDVVAAHDRAVTKAMEHVEKLAQARRKEHGKSMLERTGNLIIGKFRHELSRAKDPQL
pWW0 ..........................M.........S..E..R...T.L.VN..T....S...V.......M.......M
R388 .I.............L...V...AEIIK......ARTL.QA.AR....Q.IQ..TRI.T....V.......T..ER....

NAH7 HTHAVVMNATRREDGKWRAIHNDDIFKIQPQIDAMYKGELAKELRELGYEIRVLDKDGNFELAHISRDQIEAFSSRAKVI
pWW0 ........MT..S......LR....Y.....V......I..Q...A.........NQ...................S...
R388 .....IL.M.K.S..Q...LK..E.V.RTRYLG.V.NA...H..QK...QL.-YG.....D....D.Q...G..K.TEQ.
     
   
NAH7 EEALAKDGKTRSNATALEKQIIAMATRPRKDERDRHLVKEYWVTKARDLGIEFGGRSQLDNQEYGRRSESIHAEHNLPE
pWW0 .D.........AD..P...............................E...D..A..H...R..AP.NGG-P..YS..Q
R388 A.WY.AR.LDPNSVSLEQ..AAKVLS.AK.TSV..EALRAE.QAT.KE...D.SR.EWSGREKG.SEKQA----.SFMP
    

NAH7 GITAGQAVVQYAINHLTEREQVVGESDLRTAALRRAVGLASPSEVDDEIKRLVKQGTLIESPPTYR--MATGK-DGAALS
pWW0 ...P.....................N....V.........T.DQ.N...R................--.PN.DL.SPV..
R388 SDE.AKRA.R.........QS.MD.RE.VDT.MKH...A.RLEDIQK.LL.QTET.Y..REA.R..PGGQ..PT.EPGKT
      
      
NAH7 PAGWRALLKEQKGWSEKEAQQYVKMAINRGSLVEAEKRYTTQRALKREKAILAIERSGRGQVAPLLSKEQVAKALESSTL
pWW0 ......H.Q.L........R...DK..K....EP........K.............T.....T..MT.........G...
R388 R.E.V.E.AA-..MKQGA.RER.DN..KT.G..PI.P.....T..E...R..Q...D...A...VIAA.AARER.A.TN.

NAH7 SAGQYQAVEVIVSTSNRFVGIQGDAGTGKTYSVDRAVKLIESVNNAMTERSTTTDAVFRVVALAPYGNQVTALKNEGLDA
pWW0 .P..F.........N.........................D...A..ATNNPQDITGY......................
R388 NQ..RE.A.L...AA..V..V..F.....SHML.T.KQM..G-------------EGYH.R...A..S..K..RELNVE.

NAH7 HTLASFFHTKDKKLDERTIVVLDEAGVVGARQMEQLMRIIEQSGARLVQLGDTKQTEAIEAGKPFAQLQQNGMQTARIKE
pWW0 ..........N.G..AK...I.............R...E........I......................S.........
R388 N.....LRA...NI.S..VL.I......PT.L...TLKLA.KA...V.LM...A..K.....R..D...AA.....HMR.

NAH7 IQRQKNQELKIAVQHAADGNPGKSLEHVNHVEELREPGQRHQAIVRDYMSLTPQERKEVLIVAGTNKDRKQINAMTRESL
pWW0 .....DP...R......E.Q.T.....LK......TASD..........A...DQ...............E..T.A.QA.
R388 ......P......EL..AGKASS...RIKD.T.IKNHHE.RA.VAEA.IA.K.D..DRT...S...EA.RE..QIV..G.

NAH7 GLVGNGKELPTLNRVDTTQAERRYAPSYKKGMIVQPEKDYIRAGLSRGELYTVDQALPGNVL-VVKDKNGNRVEFNPRKL
pWW0 ..F.K...FE......S.D..........Q...I......K....V.....V..........-....RS...F.....QA
R388 .TA.K.I.FD..V..........HSKN.QV.HVI...R..AKT..Q.....R.VETG...R.T.IGEHD.Q.IQ.S.MTH

NAH7 TKLSVYNLEKPEFSVGDLVRITRNDQKLDLTNGDRMRVVGNANGVIELASLKEKDGTPERVVALPTNRPLHLEHAYSATV
pWW0 ......K.....LA....I..N.Q.P.............SIEG..VQ......VN.Q...T.S....K............
R388 ..I...QP.RA.LA...TI......KH...A.....K..AVEDRKVTVTDG.-------.N.E...DK...VD...AT..

NAH7 HSAQGLTNDRVMISINTKSLTTSQNLWYVAISRARHEARIYTDSIAGLPAAIANRYDKTTALSL-----------QQARE
pWW0 ..............L....R...................V.A...K.......K..........-----------..E..
R388 ..S....S...L.DAHAE.R..RKDVY........F...VF.NDRGK......RENI.SA.HD.ARDRGGRSAAAERQ..

NAH7 RQRNESIKPRTVLDGKELERKQRSALDGAGLGKSGV
pWW0 ...RD..Q....S..RA......TG...PSS.NARI
R388 Q..ERERNRQ.QQPAHDRQKAA.E.ER.MEA.R---
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第 2章 NAH7と pWW0の接合伝達システムの機能互換性解析  

 

2-1. 緒言 
	 これまでに多くの接合伝達性プラスミドが単離され、個々のプラスミドに関する解析がなされ

てきた(21)。一方で、異種プラスミド間の接合伝達システムの機能互換性については、relaxaseを

含む接合伝達装置と oriTの間には高い特異性があることが報告されているが、知見は限られてい

る。NAH7と pWW0の oriTは本研究と他グループの研究によって同定済み(42)であることから、

本章ではこの 2種のプラスミドを用いて、接合伝達システムの機能互換性に関する研究を実施し

た。具体的には、oriTNと oriTwを pNIT6012 にそれぞれ導入した pNIT101と pNIT201が、NAH7、

pWW0由来の接合伝達装置によって接合伝達可能であるか、また、同一レプリコン上に同方向に

存在する oriTNと oriTWの間で部位特異的組換えを各プラスミド由来の relaxaseが触媒可能かを検

討した。 

 

2-2. 材料及び方法 
2-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件  

	 本章で使用した菌株とプラスミドをTable 2-1に示した。培地はLB、1/3LBまたはSOC培地を用

いた。寒天平板培地を用いる場合には、寒天粉末を培地に対して1.5% (w/v)で添加した。選択培地

には必要に応じてカナマイシン(Km)は25 µg/ml、テトラサイクリン(Tc)は20 µg/ml、ゲンタマイシ

ン(Gm)は20 µg/ml、アンピシリン(Ap)は100 µg/mlとなるように添加した。培養は、特に断りがな

い限りPseudomonas属細菌については30˚C、大腸菌については37˚Cで行った。各種菌体を長期的に

保存する場合は、培養液に15%になるようにglycerolを加え、-80˚Cで保存した。 

2-2-2. DNAの取り扱い  

	 遺伝子のクローニング全般、DNA塩基配列決定法は第1章に準じた。また、本章で用いたプラ

イマーは、Table 2-2に示した。 

 

2-2-3. electroporation法による形質転換法  

	 GENE PULSER (BIO-RAD)を使用し、手順は第 1章に準じた。
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Table 2-1. Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

Strain or plasmid Relevant characteristics a Source or reference  

 E. coli 
  

   DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Δ (lacZYA-argF) Φ80lacZΔM15  (44) 

   JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Δ(lac-proAB)(F’ traD36 proAB+ lacIqZΔM15) (45) 

   EC100 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 Δ(ara- leu)7697 galU galK rpsL 

nupG 

Epicentre Inc. 

 P. putida 
  

   KT2440 Wild-type strain ATCC470554 

   KT2440G KT2440::TnMod-OGm ; Gmr This study 

   G7(NAH7K2) G7 derivative harboring NAH7K2 instead of NAH7, former designated G7K2 (48) 

Plasmid 
 

 pMT1405 pWW0 derivative carrying Kmr gene; Tol+ Xyl+ (61) 

 pEX18Tc pMB9 replicon; Tcr; sacB; suicide vector for gene replacement, carrying pUC18-derived multiple-cloning sites (Hoang, 1998 

 pTnGm1 pUC57 derivative carrying Gmr gene Laboratory stock 

 pUC18 Apr; E. coli vector (45) 

 pUC18traC pUC18 derivative carrying NAH7 traC gene This study 

 pNIT6012 pVS1 derivative; shuttle vector, Mob+ Tcr (49) 

 pNIT201 pNIT6012 derivative carrying oriT region from pWW0   This study 

 pNIT301 pNIT6012 derivative carrying sacB and Gmr genes flanked by two copies of oriT NAH7 region  This study 

 pNIT302 and pNIT303 pNIT6012 derivatives carrying sacB and Gmr genes flanked by oriT regions from NAH7 and pWW0 This study 

 pNIT304 pNIT6012 derivative carrying sacB and Gmr genes flanked by two copies of pWW0 oriT region  This study 
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Table 2-2. Primers used in this study a 
Primer name Sequence（5 to 3'） Purpose 

XhoⅠ_pWW0_oriT_F GGGctcgagGTTGTTCCCTCAAATTCCCCT Cloning of oriTW on pNIT6012 

NheⅠ_pWW0_oriT_R GGGgctagcTGCACCCTACCTGCACCTAC Cloning of oriTW on pNIT6012 

pNITGm_oriTN_F1 TACCCGGGAGCTCGATTTGCACCCTATCTGCACC Construction of pNIT302 

pNITGm_oriTN_R1 GGGGTGACGCCAAAGGGTGTTCCTCTCTGAGCC Construction of pNIT302 

pNITGm_oriTN_F2 GATGTGTATAAGAGACAGTTTGCACCCTATCTGCACC Construction of pNIT303 

pNITGm_oriTN_R2 TGGCAAAAGCTTCGAAGGTGTTCCTCTCTGAGCC Construction of pNIT303 

pNITGm_oriTW_F1 TACCCGGGAGCTCGATGCACCCTACCTGCACCTAC Construction of pNIT304 and pNIT303 

pNITGm_oriTW_R1 GGGGTGACGCCAAAGGTTGTTCCCTCAAATTCC Construction of pNIT304 and pNIT303 

pNITGm_oriTW_F2 GATGTGTATAAGAGACAGTGCACCCTACCTGCACCTAC Construction of pNIT304 and pNIT302 

pNITGm_oriTW_R2 TGGCAAAAGCTTCGAAGTTGTTCCCTCAAATTCCCCT Construction of pNIT304 and pNIT302 

pNITGm_oriTSacB_F CTTTGGCGTCACCCCTTAC Construction of pNIT302 to pNIT304 

pNITGm_oriTSacB_R CAGATGTGTATAAGAGACAGGCGGCATCAGAGCAGATTG Construction of pNIT302 to pNIT304 

Gm1_F CCATTCAGGCTGCGCAACTGTTG Construction of pNIT302 to pNIT304 

Gm1_R GCAGCGAGTCAGTGAGCGAG Construction of pNIT302 to pNIT304 

pNIT5548 GTGAGAAATCACCATGAGTGACG Sequence of pNIT302 and pNIT303 

a Recognition sites for restriction enzymes are indicated by lower and italicized letters. 
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2-2-3. プラスミドの作製  

pNIT201の作製  

	 XhoI_pWW0_oriT_F と NheI_pWW0_oriT_R のプライマーセットを用いた PCR で pWW0 の

traD-traA間を増幅し、この断片を pNIT6012の XhoI - NheI siteにクローニングした(Fig. 2-1)。 

 

pNIT302、pNIT303、pNIT304の作製  

	 pNIT301（第１章）と同様の手法で、pNIT302と pNIT303、pNIT304を作製した。各プラスミド

のマップは(Fig. 2-2)に示した。各 DNA断片は Table 2-2に示したプライマーセットを用い、

pNIT6012の EcoRI siteに Gibson Assembly kitでクローニングした。 

 

2-2-4. 接合伝達実験  

	 接合実験は、0.45-μm-pore-size cellulose acetate filter (Advantec)を使用し寒天培地上で行った。本

研究では NAH7と pWW0の接合伝達を行う際に、Km耐性遺伝子を付与した NAH7K2と pMT1405

を使用し、Km 耐性及び Tc 耐性を指標として接合伝達体の選択を行った。pNIT6012 誘導体の接

合伝達を行う際には、Tc耐性を指標として接合伝達体の選択を行った。供与菌は P. putida G7株

あるいは P. putida KT2440株を使用し、受容菌は KT2440G株を使用した。 

 

操作 

1. 供与菌および受容菌を一晩液体培養した。 

2.  1 mlの受容菌を遠心 (10,000 rpm、室温、1分間)し、菌体を集めた。 

3.  1/3LBで 2回洗浄した。 

4.  集菌した受容菌に 1 mlの供与菌を加え、十分に混合した。 

5.  遠心により菌体を集めた。 

6.  １/3LB寒天培地上に filterを置き、そこに 50 µl程度に濃縮した菌液をスポットした。 

7.  30˚Cで 24時間培養した。 

8.  適宜希釈後、プラスミドを保持する受容菌を選択する培地に塗布した。接合伝達頻度を算出す

る際は適宜希釈し、接合伝達体および、供与菌、受容菌の選択培地に 10 µlずつスポットした。 

9.  30˚Cで 1-2日培養した。接合伝達頻度は供与菌当たりの接合伝達体の CFUで算出した。 

 

2-2-5 Resolution Assay 

	 oriT間の部位特異的組換えを検討した。基本的に第 1章の操作に準じて行なった。部位特異的

組換え領域の配列を確認する際のシーケンシングはプライマーpNIT5548を用いた。 
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Fig. 2-1 pNIT201のマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。 

hypothetical protein 1830..2045

pVS1 partitioning protein StaA 1180..1809

hypothetical protein 878..1093

pVS1 resolvase 195..881

pVS1 replication protein RepA 2238..3311

pVS1 origin of replication 3377..3571
oriTW 5092..5521

p15A origin of replication 4264..5091

tetR 7039..6362

RP4 mob region 8320..8693

pNIT201

8693 bp

tetA 7043..8317
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Fig. 2-2 pNIT302 - 304のマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。 

２つのoriTは同方向にクローニングした。 

pVS1 partitioning protein StaA 1180..1809

pVS1 resolvase 195..881

pVS1 origin of replication 3377..3571
oriTw 8487..8917

Gm 7699..8213

SacB 6046..7466

tetR 10388..9711

tetA 10392..11666

RP4 mob region 11669..12042

pNIT302

12042 bp

hypothetical protein 878..1093

pVS1 replication protein RepA 2238..3311

oriTN 5919..5490

hypothetical protein 1830..2045

p15A origin of replication 4264..5091

oriTw 5490..5920

oriTN 8917..8488

Gm 7700..8214

SacB 6047..7467

tetR 10388..9711

pNIT303

12042 bp

hypothetical protein 878..1093

pVS1 partitioning protein StaA 1180..1809

pVS1 replication protein RepA 2238..3311

tetA 10392..11666

p15A origin of replication 4264..5091

pVS1 origin of replication 3377..3571

hypothetical protein 1830..2045

pVS1 resolvase 195..881RP4 mob region 11669..12042

p15A origin of replication 4264..5091

oriTw 8488..8918

Gm 7700..8214

SacB 6047..7467

tetR 10389..9712

pNIT304

12043 bp

pVS1 resolvase 195..881

hypothetical protein 878..1093

pVS1 partitioning protein StaA 1180..1809

hypothetical protein 1830..2045

oriTw 5490..5920

pVS1 origin of replication 3377..3571

pVS1 replication protein RepA 2238..3311

tetA 10393..11667

RP4 mob region 11670..12043
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2-3. 結果 
2-3-1. pWW0の traD-traA間は oriTとして機能する  

	 pWW0の oriTは他グループによって同定済みであったが、極めて簡便な成果の記載に留まって

いたため再確認を試みた(42)。pWW0の oriT領域を含む traD-traA間の 431 bpを pNIT6012にクロ

ーニングした pNIT201を作製し(Fig. 2-1)、本プラスミドが pWW0の共存で接合伝達可能か検討し

た。この際、pWW0に Km耐性遺伝子を付与した pMT1405を用いた。KT2440(pMT1405)(pNIT201)

株を供与菌、KT2440G2株を受容菌として、pMT1405と pNIT201それぞれの接合伝達頻度を測定

した。ネガティブコントロールとして供与菌 KT2440(pMT1405)(pNIT6012)株を用いて同様に接合

伝達頻度を測定した。その結果、前者の場合、pMT1405が 1.2 x 10-3、pNIT201が 5.3 x 10-2の頻度

で接合伝達が観察された。得られた Tc 耐性接合伝達体から LaboPassTM Plasmid Mini (COSMO 

Genetech)でプラスミドを精製し、アガロース電気泳動解析を行なった結果、pNIT201 と同じ大き

さのバンドが検出された(Fig. 2-4)。後者のネガティブコントロールでは、pMT1405が 1.1 x 10-3及

び pNIT6012が 2.8 x 10-5 の接合伝達頻度が観察された(Table 2-3)が、Tc耐性接合伝達体からは、

前者接合伝達体のように pNIT6012由来と思われるバンドは検出されなかった(Fig. 2-4)。従って、

ネガティブコントロールで低頻度ではあるが TcGm 耐性株が現れたのは、pNIT6012 上に pWW0

の oriT として機能する領域があるためではなく、供与菌内の Tc 耐性遺伝子が受容菌へ移ったた

め、あるいは受容菌内の Gm耐性遺伝子が供与菌に移ったためと考えられた。 

 

2-3-2. NAH7と pWW0の接合伝達システムは機能互換性がある  

	 NAH7とpWW0が他方のoriTを有するプラスミドを接合伝達可能か検討した。供与菌を

G7(NAH7K2)(pNIT201)株あるいはKT2440(pMT1405)(pNIT101)株、受容菌をKT2440G2株として接

合伝達試験を実施した。いずれの供与菌でも高頻度でTc耐性接合伝達体を得ることができた

(Table 2-3)。また、供与菌KT2440(pMT1405)(pNIT101)株から得られたTc耐性接合伝達体から

pNIT101由来と思われるバンドがアガロースゲル電気泳動で確認できた(Fig. 2-4)。NAH7とpWW0

の接合伝達システムは共に両種oriTに機能可能と結論した。 

2-3-3. NAH7と pWW0は両種プラスミドの oriT間の部位特異的組換えを触媒する  

	 NAH7とpWW0のrelaxaseが両oriT間の部位特異的組換えを触媒可能であるか検討するために、
pNIT301と類縁の3種のプラスミドを新たに作製した。pNIT302とpNIT303はpNIT301の片方の

oriTNをoriTWに置換した構成で、pNIT302はTcr遺伝子側がoriTW、pNIT303は他方がoriTWであ
る(Fig.2-2、Fig. 2-5)。 
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Table 2-3. Conjugative transfer and mobilization of plasmids a  

 Transfer frequency  Mobilization frequency 
 Host Plasmid Kmr transconjugants Tcs clones  Tc r transconjugants Kms clones 

G7 NAH7K2 + pNIT6012 1.2 x 10-3 48/48  <1.2 x 10-8 N.T. 
G7 NAH7K2 + pNIT101 6.0 x10-5 37/48  8.0 x 10-5 11/48 
G7 NAH7K2 + pNIT201 1.4 x 10-3 40/48  1.3 x 10-3 8/48 

KT2440 pMT1405 + pNIT6012 1.1 x 10-3 48/48  2.8 x 10-5 b 12/48 b 
KT2440 pMT1405 + pNIT101 1.2 x 10-3 3/48  5.3 x 10-2 14/48 
KT2440 pMT1405 + pNIT201 4.1 x 10-4 13/48  3.9 x 10-2 20/48 

a All the recipients used were KT2440G. The NAH7 derivatives and pMT1405 carry the Kmr gene, and the pNIT series of plasmids 
the Tcr gene. The transfer and mobilization frequencies, which are the mean values from at least three independent experiments, 
are expressed by dividing the numbers of Kmr and Tcr transconjugants, respectively, by the number of donor cells. The number of 
Tcs clones among 48 Kmr transconjugants and that of the Kms clones along the 48 Tcr transconjugants shown in the fourth and 
sixth columns, respectively. N.T., not tested.  
b Agarose gel electrophoresis analysis of the cleared lysates prepared from the Tcr transconjugants revealed no detection of the 
plasmids less than 20 kb in sizes, indicating no conjugative mobilization of intact 8.2-kb form of pNIT6012 itself. The 
mechanism(s) for the formation of the Tcr transconjugants are unknown 
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Fig. 2-4 TcGm耐性接合伝達体のプラスミド。0.8%のアガロースゲルで電気泳動し、EtBr染色をし

た。レーン 1, KT2440Gm; レーン 2, KT2440(pMT1405)(pNIT201)株から得られた接合伝達体; レー

ン 3, KT2440(pMT1405)(pNIT101)株から得られた接合伝達体 ; レーン 4 とレーン 5, 

KT2440(pMT1405)(pNIT6012)株から得られた TcGm耐性株; レーン 6 スタンダードマーカー。 

  

	1				2				3				4				5			6				�
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pNIT304はpNIT301の両方のoriTNをoriTwに置換した構成を有する(Fig.2-2)。 

	 EC100株、EC100(NAH7K2)株、EC100(pMT1405)株、EC100(pUC18)株、EC100(pUC18traC)
株をpNIT301、302、303、304でそれぞれ形質転換した株を作製した。これら計20株をTc含有
1/3LB液体培地で一晩培養した後、Tcとスクロースを含有する1/3LB培地及びTc含有1/3LB培地に

塗布した。この結果、NAH7K2とpMT1405、pUC18traC保持株の方が非保持株より100倍以上
の頻度でTc及びスクロース耐性コロニーを生成した(Table2-4)。この結果からNAH7とpWW0の

relaxaseは両プラスミドのoriT間の部位特異的組換えを触媒すると強く示唆された。 

	 EC100(NAH7K2)(pNIT302)株及びEC100(NAH7K2)(pNIT303)株から得られたTc及びスクロース
耐性コロニーの当該領域周辺DNAのシークエンス解析を行なった結果、両種のoriTの間で共通な
19-bpの配列(5’-TTGTGTA/TTGAGACTTTGA-3’;スラッシュはNAH7のnic site)を境にして

oriTNとoriTW由来配列からなるhybrid oriTが生じていた(Fig. 2-5)。この結果からpWW0のnic 
siteもこの19 bp内に存在すると強く示唆された。 

2-4 考察 
	 供与菌 KT2440(pMT1405)(pNIT201)株と KT2440(pMT1405)(pNIT101)株から受容菌 KT2440G2株

への pNIT201 と pNIT101 の接合伝達が観察されたが、ネガティブコントロールである

KT2440(pMT1405)(pNIT6012)株からも TcGm耐性株が現れた(Table 2-3)。この原因として、pWW0

は Tn3型トランスポゾンである Tn4651と Tn4653を有していることから(39)、これらトランスポ

ゾンを介して pWW0と pNIT6012の融合体が形成され、これが受容菌へ伝達された可能性が考え

られる。他の可能性として、pWW0は retrotransfer (供与菌→受容菌→供与菌で接合伝達する現象)

を行う特徴があり、この際、受容菌の染色体が供与菌へ移行する可能性があることから(62)、受

容菌内の Gmr遺伝子が供与菌へ移ったことが考えられる。いずれにせよ、pNIT201または pNIT101

保持株を用いた接合実験では pNIT6012 保持株を用いた場合よりも 3 桁ほど高い頻度で TcGm 耐

性コロニーが得られたことから、pWW0の接合伝達システムが pNIT201と pNIT101に対して機能

することは確実と思われる。 

	 接合伝達装置と oriTには高い特異性があることが報告されている(57-59)。例えば、Enterococcus

属細菌から単離された 2つの接合伝達性プラスミド pAD1と pAM373の oriTを含む接合伝達関連

遺伝子は非常に高い相同性(>90%)を示しているにも関わらず、それらプラスミドは他方の oriTを

有するプラスミドを接合伝達することができない。また、大腸菌のプラスミド F-plasmid と R100

も同様に、相同性の高い接合伝達関連遺伝子を有しているのにも関わらず、それらプラスミドは

他方の oriTを有するプラスミドを接合伝達しない。本研究では、これら例示したプラスミド間よ

りも相同性が低いNAH7と pWW0の接合伝達システムの機能互換性があるという新規性の高い知

見を得ることができた。 
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Table 2-4. Site-specific recombination between two copies of oriT regions from NAH7 and pWW0 a 

Plasmid 
Recombination frequency (Gms/Tcr Sucroser) 

none NAH7K2 pMT1405 pUC18 pUC18traC 
pNIT301 9.2 x 10-6 (48/48) 5.9 x 10-4 (46/48) 3.7 x 10-5 (48/48) 4.7 x 10-6 (48/48) 3.3 x 10-4 (48/48) 
pNIT302 3. 3 x 10-6 (48/48) 3.1 x 10-4 (48/48) 3.9 x 10-4 (48/48) 4.6 x 10-8 (48/48) 2.2 x 10-6 (47/48) 
pNIT303 5.1 x 10-6 (48/48) 1.2 x 10-3 (48/48) 4.5 x 10-3 (48/48) 7.3 x 10-6 (48/48) 1.3 x 10-3 (48/48) 
pNIT304 5.4 x 10-5 (48/48) 1.4 x 10-3 (48/48) 6.8 x 10-3 (48/48) 8.7 x 10-5 (48/48) 4.4 x10-3 (48/48) 

a The E coli EC100 derivative that carried a traC-containing plasmid and one of the pNIT series of plasmids with two copies of oriT 

regions was cultivated in Tc- and Km-containing or Tc- and Ap-containing 1/3 LB, and plated on 1/3LB agar plates supplemented with 

only Tc and Tc plus 10% sucrose. The recombination frequency was calculated by dividing the number of Tc- and sucrose-resistant 

colonies by that of Tcr colonies. The mean value obtained from at least three independent experiments is shown. The number of Gms 

clones per 48 Tc- and sucrose-resistant colonies is indicated in parentheses. 
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Fig. 2-5 oriTNと oriTW間の部位特異的組換えから生じた hybrid oriT領域。(a) TraCによる部位特異的組換え前後の pNIT302と pNIT303の

構造。(b)各 oriTNの position 181塩基から 286塩基までの配列。oriTNと oriTW由来の配列をそれぞれ赤と青で、oriTH1と oriTH2内のクロス

オーバー領域を緑色で示した。赤スラッシュは oriTNの nic site、青スラッシュは oriTWの推定 nic siteを示している。 

 

TGTCACCTCCCGCTAGGGGGGTGCGTATTGTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGGGGAAAAGTTGAAGCTCTTGTTAAGGGCGTATCCACT
TTCCACCTCCCGCAAGGGAGGTGCGTGTTGTGTA/TTGAGACTTTGA-------------CCCTGTTAAGGGTCGAAGTTGATGCTCTTGTTAAGGGCGTTTTTAGG
TGTCACCTCCCGCTAGGGGGGTGCGTATTGTGTA/TTGAGACTTTGA-------------CCCTGTTAAGGGTCGAAGTTGATGCTCTTGTTAAGGGCGTTTTTAGG
TTCCACCTCCCGCAAGGGAGGTGCGTGTTGTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGGGGAAAAGTTGAAGCTCTTGTTAAGGGCGTATCCACT
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第 3章  relaxaseの機能解析  

 

3-1. 緒言 
	 relaxaseタンパク質は oriT内の nic siteのリン酸バックボーンに対して求核置換反応をすること

で nick を導入する。この際、2 価金属イオンをコファクターとして用い、活性中心で金属イオン

がリン酸基の酸素分子と配位結合することで、効率よく DNA を切断することができる。in vitro

でコファクターの研究は詳細にすすめられており、検討された多くの relaxase は複数種の 2 価金

属イオンを利用可能(反応系に加えることで nicking活性が上昇)であった(Table 0-1)。だが、relaxase

を含む HUH endonuclease superfamily のタンパク質が細胞内でどの金属イオンを physiological 

cofacorとしているかは不明である(63)。 

	 これまでの relaxase のコファクターの研究は、nick を導入する塩基配列の特異性について考慮

されていなかったことが問題点として挙げられる。具体的には、反応基質として nic siteを含む数

十 merの短い DNA 断片を用いて、nickingの向上だけを指標にコファクターとして機能するかど

うかを検討していた。本研究では第 1章でキャピラリーシークエンサーを利用した nic site同定法

を確立しており、長鎖の DNA断片を基質として用いても簡便に nic siteを同定可能である。本章

は、NAH7の relaxaseを用いて、コファクターによる塩基配列特異性への影響を in vitroで明らか

にすることを目的に研究を行なった。 

 

3-2. 材料及び方法 
3-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件  

	 本章で使用した菌株とプラスミドをTable 3-1に示した。培地はLBを用いた。培地の組成は第１

章に準じた。寒天平板培地を用いる場合には、寒天粉末を培地に対して1.5% (w/v)で添加した。選

択培地には必要に応じてテトラサイクリン(Tc)は20 μg/ml、アンピシリン(Ap)は100μg/mlとなるよ

うに添加した。培養は37˚Cで行った。各種菌体を長期的に保存する場合は、培養液に15%になる

ようにglycerolを加え、-80˚Cで保存した。 

3-2-2. DNAの取り扱い  

	 遺伝子のクローニング全般、DNA塩基配列決定法については第1章に準じた。また、本章で用

いたプライマーは、Table 3-2に示した。 

3-2-3. electroporation法による形質転換法  

	 GENE PULSER (BIO-RAD)を使用し、手順は第 1章に準じた。 
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Table 3-1. Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

 

 

 

 

   

Strain or plasmid Relevant characteristics a Source or reference  

 E. coli 
  

  DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Δ (lacZYA-argF) Φ80lacZΔM15 (44) 

  Rosseta(DE3) F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) pRARE (Cmr) Novagen 

Plasmid 
 

 pET22btraC pET22b(+) derivative for overexpression of traC This study 

 pET19b Apr Novagen 

 pET19b292traC pET19b derivative for overexpression of traCN292 This study 
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Table 3-2. Primers used in this chapter 

Primer name Sequence（5 to 3'） Purpose 

XhoI_traC_Histag_R GGGctcgagCACGCCTGATTTACCTAA Construction of pET22btraC 

NdeI_traC_Histag_F GGAATTCctcgagTTCAACGTTACCTCTATCAA Construction of pET22btraC 

XhoI_traCN292_R AGCCGGATCCTCGAGCTAGCCGAACTCGATACCTAG Construction of pET19b292traC 

NcoI_traCN292_F TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGTTCAACGTTACCTCTATCAA Construction of pET19b292traC 

pNIT5041_FAM [FAM]-CTGACACCCTCATCAGTGCCAA Amplification of FAM-DNA 

pNIT5548_FAM [FAM]-GTGAGAAATCACCATGAGTGACG Amplification of FAM- DNA 

nic_nonmutation CCTTAACAGGGTCAAAGTCTCAATTCAAAGTCTCAATACACAATACG Amplification of FAM- DNA 

nic_mutation1 CCTTAACAGGGTCAAAGTCTCAATTCAAAGTCTCAcTACACAATACG Amplification of FAM- DNA 

nic_mutation2 CCTTAACAGGGTCAAAGTCTCAATTCAAAGTCTCAAgACACAATACG Amplification of FAM- DNA 

nic_mutation3 CCTTAACAGGGTCAAAGTCTCAATTCAAAGTCTCAATcCACAATACG Amplification of FAM- DNA 

nic_mutation4 CCTTAACAGGGTCAAAGTCTCAATTCAAAGTCTCAATAaACAATACG Amplification of FAM- DNA 

nic_mutation5 CCTTAACAGGGTCAAAGTCTCAATTCAAAGTCTCAATACcCAATACG Amplification of FAM- DNA 

nic_mutation6 CCTTAACAGGGTCAAAGTCTCAATTCAAAGTCTCAATACAaAATACG Amplification of FAM- DNA 
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pET22bTraCの作製  

	 NdeI_traC_Histag_F と XhoI_traC_Histag_R のプライマーセットで NAH7 の traC 全長を増幅し、

この断片を pET22bの NdeⅠ-XhoⅠサイトにクローニングした(Fig. 3-1)。 

 

pET19b292TraCの作製  

	 NcoI_traCN292_Fと XhoI_traCN292_Rのプライマーセットで TraCN292領域＋終止コドンを増幅

し、この断片を pET19bの NcoI-XhoIサイトにギブソンアセンブリーキットでクローニングした

(Fig. 3-2)。 

 

3-2-4. Hisタグを付与したタンパク質の大量発現と精製  

	 Hisタグを付与したタンパク質(His-TraCN292と His-TraC)の精製は、「1-2-10 Hisタグを付与し

た TraCN292 の大量発現と精製」に基本的に従った。His-TraC についてはプラスミドとして

pET22btraC、宿主細胞として Rosseta(DE3)株を用いた。 

 

3-2-5. タグなし TraCN292の大量発現と粗酵素抽出  

タグなし TraCN292大量発現 

	 大量発現については、プラスミドとして pET19b292traC、宿主細胞として BL21(DE3)株を用い、

操作は 1-2-8 Hisタグを付与した TraCN292の大量発現と精製に従った。 

 

粗酵素抽出 

操作 
1. TraCN292を発現誘導済みの菌体細胞を Nicking buffer (前途)で懸濁した。 

2. 超音波破砕で菌体細胞を破砕した後、遠心により上澄み(S画分)を回収した。 

3. SDS-PAGEで目的タンパク質が S画分に存在することを確認した。 

 

3-2-6. nicking assay 

	 FAMでラベルした DNA断片と TraC誘導体を反応させた後、ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
キャピラリーシークエンサーで FAM-DNAを検出した。 
FAMラベル付き DNAの作製 
	 FAM-101-1 と FAM-101-2 は oriT 全長を含む DNA 断片である。それぞれの DNA 断片は

FAM-pNIT5548、pNIT5041と FAM-pNIT5041、pNIT5548のプライマーセットで pNIT101を

鋳型とした PCRで増幅した。FAM-101-1は Fig. 3-6 (b)の top strandの 5’に FAMラベルが付与して

あり、それの相補鎖の 5’に FAMラベルが付与してある。 
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Fig. 3-1 pET19b292TraCのマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。 

traCN292をIPTGで転写誘導可能になるようにした。 

 

T7 promotor 1287..1271

TraCN292 1202..330

T7 terminator 254..208

Ap 6313..5453

pET19b292TraC

6521 bp

lac operator 1268..1244

lacI 1674..2753



 

 71 

 

Fig. 3-2 pET22bTraCのマップ。赤色で示した領域がクローニングした領域を示す。 

traCをIPTGで転写誘導可能になるようにした。 

 

  

His tag 152..135

lac\I 3570..4649

ColE1 origin 6083..6083

Ap 7701..6844

f1 origin 8288..7833

pET22btraC

8304 bp

T7 terminator 67..21

lac operator 3164..3140

T7 promoter 3183..3167

TraC 3097..167
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	 nic_nonmutationと nic_mutation-1〜7 (Fig. 3-7)は、FAM-pNIT5548と nic_nonmutation及び 

nic_mutation1-7で pNIT101を鋳型とした PCRで増幅した。 

	 FAM-112-1と FAM-112-2は oriTの position 1から 213を含む DNA断片である(Fig. 3-6)。それぞ

れの DNA 断片は FAM-pNIT5548、pNIT5041 と FAM-pNIT5041、pNIT5548 のプライマーセ

ットで pNIT112を鋳型とした PCRで増幅した。 

 
精製した TraC誘導体(His-TraCと His-TraCN292)の Nicking活性 
操作 
7. 10 µlスケールで Nicking buffer中に 25 ngの FAMラベル DNAと 2.4 µM TraC誘導体と 1 µg 

salmon sperm DNAと共に 5 mMになるように二価金属塩化物(MgCl2、MnCl2、CoCl2又は CaCl2)

を混合した。 

8. 30˚Cで 30 分インキュベートした。 

9. BigDye X Terminator purification kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて DNA断片を精製した。 

10. 精製物と GeneScan 500 LIZ Standard (Life Technologies)を混合した後、95˚Cで 3 分インキュベ

ートした。 

11. ABI PRISM 3130xl sequencerで FAM及び standardのピークを検出した。 

12. TraceViewer (http://www.ige.tohoku.ac.jp/joho/traceviewer/)で解析した。 

 

BL21(DE3)(pET19btraC)株の粗酵素抽出液を用いた Nicking活性 

操作 
1. 10 µlスケールで抽出した粗酵素液に 25 ngの FAMラベル DNAと 1 µg salmon sperm DNAと共

に 5 mMになるように二価金属塩化物(MgCl2または MnCl2)を混合した。 

これ以降の操作は精製した TraC誘導体(His-TraCと His-TraCN292)の Nicking活性と同様の操作を行
なった。 
 

G+A ladderの作製 

第 1章に記載した方法に準じた。 

 

3-3. 結果 
3-3-1. TraCは MnCl2存在下で nic site以外の部位に nickを導入する  

	 in vitroの実験系で、TraCが添加する 2価金属塩化物の種類によって nickを導入する塩基配列

の特異性が変化するか検討した。第 1章と同様にHis-TraCN292を精製し、oriT全長を含む FAM-101-1

を用い、MgCl2、MnCl2、CoCl2、CaCl2のいずれかを添加した条件、及びコントロールとして二価

金属塩化物を添加しない条件(None)で nicking assay を実施した。解析は TraceViewer で行い、
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LIZ-500 Standardで peakの面積サイズを標準化した結果を Fig. 3-3に示した。第 1章で同定した

nic site で切断された時に生じる peak (赤枠)は、ネガティブコントロールで最も小さく、CaCl2、

CoCl2、MgCl2、MnCl2添加の順で大きかった。この結果は、これら 2価金属塩化物が His-TraCN292

の nickingを活性化することを示している。同様の結果は、R388の TrwCでも報告されている(36)。

一方で、MnCl2を添加したサンプルでは nic site由来 peakより短いサイズの peak も検出された (図

の青枠：以下、Star nick peak1)。Star nick peak1の面積は nic site由来 peakの 6.8倍小さかった。ま

た、His-TraCN292非添加のコントロールとして BL21(DE3)(pET22b)株から His-TraCN292精製時と同

様の精製・buffer置換を経て得た抽出液を用いた nicking assayを行なったところ、MgCl2と MnCl2

のいずれかを加えた条件でも nic site由来 peak、Star nick peak1共に出現しなかった(Fig. 3-3)。こ

の結果から、MnCl2と His-TraCN292が共存することで Star nick peak1を生じる nickが導入されたと

結論した。この本来の nic site以外の箇所を切断する活性を star nick活性と命名した。 

	 次にHis-Tagの影響を排除するため、タグなしTraCN292を用いてnicking assayを行なった。TraCN292

を IPTGで発現誘導可能なプラスミド pET19b292traCを作製し、このプラスミドと pET19bで E. coli 

BL21(DE3)をそれぞれ形質転換した。pET19b292traC保持株の粗酵素には TraCN292の推定分子量 32 

kDa周辺の位置に明確なバンドの誘導的発現が確認できた(Fig. 3-4)。この粗酵素を用いて nicking 

assayを行なったところ、His-TraCN292と同様に MgCl2添加時は nic site由来の peakのみ、MnCl2添

加時は nic site由来の peakと Star nick peak1の両方が確認できた(Fig. 3-5)。この結果から、TraCN292

の金属イオンの違いによる nick導入特性の変化は His-Tagの影響ではないと結論した。 

	 TraC全長も star nick活性を有するかどうか検討した。His-TraCを IPTGで発現誘導可能なプラ

スミド pET22btraCを作製した。 E. coli Rosseta(DE3)(pET22btraC)株からHis-TraCの推定分子量 108 

kDa 周辺の位置に明確なバンドの誘導的発現が確認でき、His タグを利用して His-TraC を精製し

た(Fig. 3-4)。本精製 His-TraCを用いて nicking assayを行なったところ、His-TraCN292、TraCN292の

場合と同様に MgCl2添加時は nic site由来の peakのみ、MnCl2添加時は nic site由来の peakと Star 

nick peak1の両方が確認できた(Fig. 3-5)。 

	 Star nick peak1の切断された site (Star nic site1)をG+A ladderと比較したところ、oriTの position 65

塩基と 66塩基の間で切断されていた(Fig. 3-6)。Star nic site1の周辺塩基配列を解析したところ、

nic siteの 5’末端側の 6塩基と同一であった。 
	 oriT内の nic siteがない方のストランドに nic siteの 5’末端側の 8塩基と同一の配列が存在して

いた(Fig. 3-6)。TraCがこの配列を認識して nickを導入するか検討するため、本鎖に対して

FAM-101-2を用いた nicking assayを実施した。その結果、MnCl2存在下で大きい peak (Star nick 

peak2)が確認された。G+A ladderとの比較から、Star nick peak2は予想した position 75塩基と 76

塩基との間での切断に由来するものであると結論した(Fig. 3-6)。これらのことから TraCは MgCl2

と比べて MnCl2存在下で nickを導入する塩基配列の特異性が低下すると強く示唆された。 
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Fig. 3-3 FAM-101-1を用いた nicking assay。第 1章で明らかとなった nic site由来の peakを赤枠で

囲った。Star nick peak1は青枠で囲った。FAM-DNAのピークを青色、サイズマーカーを橙色で示

した。His-TraCN292添加サンプルは+で、非添加サンプルは-で示した。各サンプルに添加した二価

金属塩化物を記載した。 

  

None�

MgCl2�

MnCl2�

CoCl2�

CaCl2�

TraC292 

MgCl2�

MnCl2�

+�

+�

+�

+�

+�

-�

-�

His-TraCN292�
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（a）                                        （b） 

 

 

Fig. 3-4 (a) TraCN292の大量発現。BL21(DE3)(pET19b292traC)株と BL21(DE3)(pET19b)株を IPTG誘

導後、トータル細胞と粗酵素液を 12.5%の SDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、CBB染色

をした。レーン 1, サイズマーカー; レーン 2, BL21(DE3)(pET19b)株のトータル細胞; レーン 3, 

BL21(DE3)(pET19b)株の粗酵素液; レーン 4, BL21(DE3) (pET19b292traC)株のトータル細胞; レー

ン 5, BL21(DE3) (pET19b292traC)株の粗酵素液。 

(b) His-TraCの大量発現と精製。BL21(DE3)(pET22btraC)株に IPTG誘導して His-TraCを大量発現

した。15%の SDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、CBB染色をした。レーン 1, サイズマ

ーカー; レーン 2, トータル細胞; レーン 3, 粗酵素液; レーン 4, 精製画分。 

  

37�

25�
20�

50�

1   2    3    4   5�

75�
100�
150�
200�

37�

50�
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100�

150�
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(a) 

 
(b) 

 
Fig. 3-5 (a) FAM-101-1を用いた nicking assay。TraCN292を含む粗酵素液添加サンプルは+で示し、

BL21(DE3)(pET19b)から調製した粗酵素液を添加したサンプルは-で示した。FAM-DNAのピーク

を青色、サイズマーカーを橙色で示した。(b) FAM-101-1を用いた nicking assay。His-TraC添加サ

ンプルは+で示し、非添加のサンプルは-で示した。 

 

  

TraCN292�

+�

+�

-�

-�

MgCl2�

MgCl2�

MnCl2�

MnCl2�

His-TraC�

+�

+�

MgCl2�

MnCl2�
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Fig. 3-6 (a) G+A ladderと各 Star nic peak。各 Star nic siteの peakを赤色、G+A ladderを青色、サイ

ズマーカーを橙色で示した。G+A ladderに対応する塩基配列を記し、各 Star nic siteを赤三角で示

した。 

(b) oriT配列と Star nic site。各 star nic siteを赤三角で、nic siteを赤スラッシュ(/)で示した。赤色の

塩基は本来の nic site周辺領域と相同性が高い。 

(c) pNIT112にクローニングした oriT領域と Star nic site。Star nic site3を赤三角で示した。小文字

は NheI siteを示す。 

 

  

GGTGTTCCTCTCTGAGCCCAAAATGGGACATATTCAGGCTAACGATAACTGCCGAAACAGTGTATAGCAAATGTAATACACAA
CCACAAGGAGAGACTCGGGTTTTACCCTGTATAAGTCCGATTGCTATTGACGGCTTTGTCACATATCGTTTACATTATGTGTT

AAAGCTTGATTTTGCTGATCTAGACTGTACTTTTGTAATACATATGTATAGCGCATAAAAACACCACTTTTTCTCTGCAGGCC
TTTCGAACTAAAACGACTAGATCTGACATGAAAACATTATGTATACATATCGCGTATTTTTGTGGTGAAAAAGAGACGTCCGG

GCGCACAGCGCGGCTGTCACCTCCCGCTAGGGGGGTGCGTATTGTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGA�����������
CGCGTGTCGCGCCGACAGTGGAGGGCGATCCCCCCACGCATAACACAT AACTCTGAAACTTAACTCTGAAACT�����������

   pNIT112�	�1-213
.......GCGCGGCTGTCACCTCCCGCTAGGGGGGTGCGTATTGTGTgctagc.........
.......CGCGCCGACAGTGGAGGGCGATCCCCCCACGCATAACACAcgatcg.........

5’- 
3’-�

 
   .�213 

 
   .�1 oriT�	�

star nic site 1�

star nic site 2�

star nic site 3�

star nic site1�
GCTTTTTGTGTATTACATT......�

  AGTGTATAGCAAAT......

GGGGGGTGCGTATTGTGTgctgac...........�

star nic site2�

star nic site3�

(b) 

(a) 

(c) 
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3-3-2. 金属コファクターの違いによる性質変化の解析  

	 TraCが MnCl2存在下で nick導入でき、MgCl2存在下では nick導入できない配列を明らかにする

ことは金属コファクターによる塩基配列特異性の低下を理解に繋がると考えられた。そこで nic 

site周辺領域に似た様々な配列を基質 DNAとして nicking assayを実施した。 

	 nic site周辺領域に 1塩基変異導入した 7種の FAM-DNA断片(FAM-Mnic1 - 7とした)を作製し

た(Fig. 3-7)。この DNA断片は oriTの position 1から 252の塩基配列を有している。これら DNA

断片を用いて nicking assayを行なった(Fig. 3-7)。FAM-Mnic3と 5を使用した場合、MnCl2と MgCl2

のいずれの存在下でも目立った peakが確認できなかったが、これら以外の DNA断片を用いた場

合にはMnCl2とMgCl2のいずれの存在下でも nic site由来 peakと同位置に比較的大きい peakが確

認された。一方で、本来の nic siteを含まない oriTの posision 1-213塩基がクローニングされてい

る pNIT112 を鋳型に FAM-DNA 断片(FAM-112-1 および FAM-112-2)を作製し (Fig. 3-6)、nicking 

assayを行なったところ、MnCl2存在条件のみで nic site由来 peakとほぼ同位置に peakが確認され

た(Fig. 3-8)。この peak は・・GCGTATTGTGTg/ctagc のスラッシュ部分での切断によるものであ

り、oriT外の NheI site内に nicが導入されたことになる。 

 

3-4. 考察  
	 金属イオンをコファクターとして用いる酵素では、コファクターである金属イオンの種類によ

って反応特性に違いが生じる(64)。例えば、(i) DNA polymerazeは Mn2+をコファクターとすると

Mg2+を用いた場合より DNA合成の正確性が低下する。また、(ii) DNaseIは Mg2+存在下では二本

鎖 DNAにランダムに nickを導入し、Mn2+存在下では二本鎖 DNAの同時切断が起こる。さらに、

(iii) II型制限酵素はMg2+以外の金属イオン存在下で塩基配列特異性の変化と緩和(Star活性)起こる

ことが知られている。このような金属イオンコファクターの研究はバイオテクノロジーに大きく

貢献しており、ランダム突然変異導入法である error prone PCRはその代表的な応用例である。一

方で、生体内では多くの金属イオンが細胞内プロセスに必要とされ、生育に必須である。Mn2+は

微生物を含むあらゆる生物種にとって生育必須元素であり(65)、細菌細胞中には低濃度(Mg2+の

1000分の 1以下)で存在している(66)。 

	 HUH endonuclease superfamilyには relaxaseの他にDAN複製に関連する Repや可動性遺伝因子の

transposaseが属している(63)。HUH endonucleaseはチロシン残基によって DNAの切断を触媒し、

この反応時に特定の His残基に結合した 2価金属イオンを利用する。コファクターとして多種の

2価金属イオンを利用できることが in vitro解析で明らかとなっている。relaxaseでも 2価金属イ

オンを反応系に加えることで nickingが向上することが示され、2価金属イオン存在下での立体構

造解析も行われている(31, 36)。 

relaxaseの種類によってコファクターとできる 2価金属イオンに違いがある。ほとんどの relaxase 
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Fig. 3-7 (a) 各 FAM-DNA断片の塩基配列。スラッシュは nic site、赤の小文字は点変異置換した塩

基を示す。 

(b) nic_mutationを導入した FAM-DNA断片を用いた nicking assay。nic site由来の peakと Star nic 

peak1をそれぞれ赤枠と青枠で囲った。 

  

nic_nonmutaion FAM.....CGTATTGTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
nic_mutaion1   FAM.....CGTATTGTGTA/gTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
nic_mutaion2   FAM.....CGTATTGTGTc/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
nic_mutaion3   FAM.....CGTATTGTGgA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
nic_mutaion4   FAM.....CGTATTGTtTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
nic_mutaion5   FAM.....CGTATTGgGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
nic_mutaion6   FAM.....CGTATTtTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
nic_mutaion7   FAM.....CGTATgGTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAGG
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Fig. 3-8 FAM-112を用いた nicking assay。Star nic peak1、peak2、peak3を青枠、橙枠、緑枠でそれ

ぞれ囲った。FAM-DNAのピークを青色、サイズマーカーを橙色で示した。 

 

 

  

TraCN292�

+�

+�

MgCl2�

MnCl2�

+�
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FAM-112-1�
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が多種の 2価金属イオンをコファクターにできるが、Ni2+、Mn2+、Co2+、Cu2+は利用できるが、Mg2+

を利用できない relaxaseも存在する(Table 0-1)。このような relaxaseは細胞内に Mg2+と比較して微

量にしか存在しない 2価金属イオンを利用して nickを導入していると考えられた。一方で、relaxase

も II型制限酵素のように金属コファクターの種類によって切断する塩基配列特異性が変化するこ

とが考えられるが、これまでこのような研究に着手した例は皆無であった。その理由として切断

された塩基配列を同定する手法が確立されていなかったことが挙げられる。本研究では、第 1章

でキャピラリーシークエンサーを利用した nic site同定法を確立し、長鎖の DNA断片に対しても

簡便に nic siteを同定できた。 

	 本章では、TraCの nickを導入する塩基配列特異性が MgCl2存在下と MnCl2存在下で異なること

を示した。MnCl2存在下では MgCl2存在下と比べて、塩基配列特異性が低下したことを強く示唆

する結果が得られた。このような変化はコファクターとした金属イオンによる TraCの立体構造変

化に起因する可能性がある。3種の Star nic siteを同定することができ、いずれも本来の nic siteの

5’末端側と相同性の高い配列であった(Fig. 3-6)。nic site周辺に点変異を施した nic_mutation1 – 7

には MnCl2存在時のみで nickが導入される配列は存在しなかったが、nic siteの 5’末端側の 2塩基

目と 4塩基目の Tは nick導入に必須であることが示されたことは(Fig. 3-7)、今後の解析に重要な

知見であると考えている。一方で、pNIT112は nic siteの 5’側と 3’側の両塩基に点変異があり、

MnCl2存在下でのみ nick導入が起きた。より具体的な塩基配列特異性の変化を解明するためには

より網羅的な解析が必要である。 

	 relaxaseは oriTのみを認識して受容菌へ DNAを輸送していると考えられているが、本研究で示

した relaxaseの塩基配列特異性の低下は relaxaseが oriT以外の配列を認識して受容菌へ DNAを輸

送できる可能性を示唆している。nic siteの 5’末端側と類似の配列は、NAH7の oriT以外の領域や

P. putida KT2440株の染色体上に存在していた。relaxaseが Mn2+をコファクターとした場合に、こ

れらの領域から接合伝達を開始できるのかもしれない。これら可能性の検証には in vivo系の実験

が必要である。
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第 4章 traDEFオペロンの転写制御機構の解明  

 

4-1. 緒言 
	 NAH7に関する先行研究で、traDEFオペロンの接合伝達効率への寄与が示されている(40)。本

オペロンはシンテニーを含めて広宿主域性プラスミドに保存されており(Fig. 0-6)、他プラスミド

でも当該オペロン構成遺伝子の接合伝達頻度への寄与が報告されている。だだし、traDおよびそ

のホモログの破壊が接合伝達頻度に与える影響はプラスミドごとに異なっている。NAH7の traD

破壊は接合伝達頻度の 24倍程度の低下をもたらし、RP4の traDのホモログ traK破壊では接合伝

達不能になった(67)のに対して、R388の traDホモログ stbA破壊では、接合伝達頻度が 50倍程度

上昇した(68)。このようにシンテニーを含めて保存されたオペロンの構成遺伝子の破壊による効

果がプラスミドによって大きく異なることは、その機能の重要性と複雑性を意味している。 

	 本章では traDEFオペロンの機能解明を目的として、特に TraDの機能解析を実施し、ゲルシフ

トアッセイとフットプリント解析で TraDが oriT領域に結合すること、そして自身のプロモータ

ー活性を制御することを明示した。 

 

4-2. 材料及び方法 
4-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件  

	 本章で使用した菌株とプラスミドをTable 4-1に示した。培地はLB、1/3LBまたはSOC培地を用

いた。寒天平板培地を用いる場合には、寒天粉末を培地に対して1.5% (w/v)で添加した。選択培地

には必要に応じてカナマイシン(Km)は25 µg/ml、テトラサイクリン(Tc)は20 µg/ml、ゲンタマイシ

ン(Gm)は20 µg/ml、アンピシリン(Ap)は100 µg/ml、クロラムフェニコール(Cm)は20 µg/mlとなるよ

うに添加した。培養は、特に断りがない限りPseudomonas属細菌については30˚C、大腸菌について

は37˚Cで行った。各種菌体を長期保存する場合には、培養液に15%になるようにglycerolを加え、

-80˚Cで保存した。また、必要に応じてisopropyl β-thiogalactoside (IPTG)を終濃度0.5 mMで添加し

た。 

4-2-2. DNAの取り扱い  

	 遺伝子のクローニング全般、DNA塩基配列決定法については第1章に準じた。また、本章で用

いたプライマーは、Table 4-2に示した。 
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Table 4-1. Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

 

 

 

 

Strain or plasmid Relevant characteristics  Source or reference  

E. coli 
  

   DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Δ (lacZYA-argF) Φ80lacZΔM15  (44) 

   JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Δ(lac-proAB)(F’ traD36 proAB+ lacIqZΔM15) (45) 

   BL21(DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal ompT, λ (DE3) 

 

(46) 

 P. putida 
  

   KT2440G KT2440::TnMod-OGm ; Gmr This study 

   KTPtraD KT2440 derivative carring miniTn7Gm::TPtraDLZT in its chromosome 

its chromosome  

 

(40) 

Plasmid 
 

 NAH7K2 NAH7ΔnahAc; Kmr (48) 

 NAH7ΔD2 NAH7K2ΔtraD This study 

 pEX18Gm pMB9 replicon; Gmr; sacB; suicide vector for gene replacement, carrying pUC18-derived 

mµltiple-cloning sites 

(43) 

 pEX18GmtraDupdown pEX18Gm derivative This study 

 pET22b(+) Apr; C-Terminal-His tag Takara 

 pET22bTraD pET22b(+) derivative for overexpression of traD Labo stock 

 pNIT6012 pVS1 derivative; shuttle vector, Mob+ Tcr (49) 

 pNITTraD NIT6012 derivative carrying traD Labo stock 

 pNIT901 pNIT6012 derivative carrying oriTN 270 – 430 bp region  This study 

 pHSG398 Cmr Takara 
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Table 4-2. Primers used in this chapter  

Primer name Sequence（5’ to 3'） Purpose 

TraD_markerless_Fw CGACGGCCAGTGCCAAGCTTAAACAGCGTGGCGTACAC Construction of pEX18GmtraDupdown 

TraD_markerless_Rv CAGATAGGGTGCAAAAAAATCGCAGTAGTCAATTTC Construction of pEX18GmtraDupdown 

TraD_markerless_Fw2 TTTGCACCCTATCTGCACC Construction of pEX18GmtraDupdown 

TraD_markerless_Rv2 CCTGCAGGCATGCAAGCTTCTGCAGAATCGACTTCTCT Construction of pEX18GmtraDupdown 

TraD_markerless_checkfw GGATTCGAAGTTCATCTGCG Conformation of NAH7ΔD2 

TraD_markerless_checkrv ATTCCTGGTACTGCTCGCCTC Conformation of NAH7ΔD2 

LacZF CCGCCGTTTGTTCCCACGGA qRT-PCR 

LacZR CCATCACCGCGAGGCGGTTT qRT-PCR 

DnaEF CATCAAACCGATCTGCGGTG qRT-PCR 

DnaER GTTCGGTGAGGTTGCGA TAG  qRT-PCR 

NheI_430_Fw GGGGCTAGCTTTGCACCCTATCTGCACCC Cloning of oriTN on pNIT6012 

HindIII_320_Rv GGGAAGCTTATGGTATGCAGAAAGGGTGC Cloning of oriTN on pNIT6012 

pNIT5041_FAM [FAM]-CTGACACCCTCATCAGTGCCAA Amplification of FAM-DNA 

pNIT5548_FAM [FAM]-GTGAGAAATCACCATGAGTGACG Amplification of FAM- DNA 

400_Fw GAGTGCAATAGGGGTGCAG Amplification of oriTΔ1 

380_Fw GGGCGAGTAAGATGCACATAG Amplification of oriTΔ2 

360_Fw GCAACTTGACTACAGGTAG Amplification of oriTΔ3 

340_Fw TAGAAGAGAGCAGGAAGAGTGC Amplification of oriTΔ4 

320_Fw ATGGTATGCAGAAAGGGTGC Amplification of oriTΔ5 

320_Rv CTGTGCTACCCCCCTAC Amplification of oriTΔ6 

340_Rv AGCACCCTTTCTGCATACC Amplification of oriTΔ7 

360_Rv CACTCTTCCTGCTCTCTTC Amplification of oriTΔ8 

380_Rv CCCTACCTGTAGTCAAGTTG Amplification of oriTΔ9 

400_Rv CTATGTGCATCTTACTCGC Amplification of oriTΔ10 

430_Rv TTTGCACCCTATCTGCACCC Amplification of oriTΔ11 

traD_TSS_F CTTTGACTCAGGCCCTACCG Identification of TSS 

traD_TSS_FF CCATCAGTGCATTCGTTAG Identification of TSS 

traD_TSS_R GGCAGCGAAAATACGCCAG Identification of TSS 

traD_TSS_RR ATTGAGCAACAACTAAGCGC Identification of TSS 

RT_traD_TSS_primer [PHO]-TTCAACACATCCAGG Identification of TSS 

clone_traD_TSS_F GCGCTTAGTTGTTGCTCAATGAATTCGAGCTCGGTACC Identification of TSS 
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clone_traD_TSS_R CGAATGCACTGATGGGTAATCATGGTCATAGCTG Identification of TSS 
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	 4-2-3. プラスミドの作製  

pEX18GmtraDupdownの作製  

	 pEX18GmにNAH7K2を鋳型にTraD_markerless_FwとTraD_markerless_Fw、TraD_markerless_Fw2

とTraD_markerless_Fw2の2組のプライマーセットを用いてPCRにより増幅したtraD上流域と下流

域をGibson Assembly kitでクローニングし、pEX18GmtraDupdownを作製した(Fig. 4-1)。 

NAH7ΔD2の作製  

	 G7K2株に pEX18GmtraDupdownを導入し、NAH7Δ2を作製した。一連の方法は 1-2-4. nic site

欠失 NAH7の作製に準じた。 

 

pNIT901の作製  

	 NheI_430_Fwと HindIII_270_Rvのプライマーセットを用いた PCR増幅断片を pNIT6012の

NheI-HindIII siteにクローニングして pNIT901を作製した(Fig. 4-2)。 

 

4-2-4. 接合伝達試験  

	 接合実験は寒天培地上で行った。本研究では NAH7と NAH7ΔD2のカナマイシン耐性を指標と

して接合伝達体の選択を行った。供与菌は P. putida G7株、受容菌は KT2440G2株を使用した。

最終的な接合伝達頻度は少なくとも 3回の独立した実験から求めた。 

	 方法の詳細は 1-2-8. 接合伝達実験に準じた。 

 

4-2-5. LacZ活性の測定  

	 先行研究で作製されていた KTPtraD株に pNIT6012または pNITtraDを保持した株の LacZ活性

を測定した。この株は traDの上流 430 bpと promoter-lessの lacZ遺伝子を連結した DNA断片を

Tn7を利用して KT2440染色体に導入した株である。 

試薬 

Z buffer (per liter)    16.1 g Na2HPO4・7H2O 

     5.5 g NaH2PO4・H2O 

     0.75 g KCl 

     0.246 g MgSO4・7H2O 

     2.7 ml β-mercaptoethanol 

操作 

1. KTPtraD(pNIT6012)株と KTPtraD(pNITtraD)株を 1/3LB培地で一晩培養した。 

 



 

 87 

 

Fig. 4-1 pEX18GmtraDupdownのマップ。 

  

sacB 1630..209

oriT 2104..2928

3555 HindIII (3)

5106 HindIII (3)

traDdown 5111..4404

4058 HindIII (3)

traDup 3561..4403

Gm 6948..6415

pEX18GmtraDupdpwn

7382 bp
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Fig. 4-2 pNIT901のマップ。 

 

 

  

hypothetical protein 1830..2045

pVS1 partitioning protein StaA 1180..1809

hypothetical protein 878..1093

5253 HindIII (1)

oriT270-430 5092..5252

5086 NheI (1)

p15A origin of replication 4264..5091

tetR 6722..6045

tetA 6726..8000

RP4 mob region 8003..8376

pNIT901

8376 bp

pVS1 resolvase 195..881

pVS1 replication protein RepA 2238..3311

pVS1 origin of replication 3377..3571
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2. 1.の培養液 100 µlを 5 mlの 1/3LB培地に植菌し、バイオフォトレコーダーで培養した。 

3. 初期増殖期、中期増殖期、定常期に集菌した。 

4. Z bufferを 250 µl加え、菌体を超音波破砕した。 

5. 細胞破砕液を遠心し、上清 250 µlを抽出した。 

6. 96-well plateを使用し 50 µlずつ 4つの wellに分注した。 

7. time 0の wellに 1M Na2CO3を 25 µl添加した。 

8. 全ての wellに ONPG (4 mg/ml in Z buffer)を 50 µl添加した。 

9. 黄色に変色するまでの時間を測定した。 

10. time 0以外の wellに 1M Na2CO3を 25 µl添加し、反応を止めた。 

11. OD405をマイクロプレートリーダーで測定した。 

 

LacZ活性は以下に示す数式に基づいて算出した。 

LacZ activity (unit/mg) = ΔOD405・V・1000/21300・P・V2・T・H 

V：volume of reaction solution (µl) 

V2：volume of enzyme solution (ml) 

P：protein concentration (mg / ml) 

T：time of reaction (minutes) 

H：height of reaction solution (cm) 

 

4-2-6. 菌体からの RNAの調製  

	 RNAの調製は対数増殖期の菌体から RNeasy mini kit (QIAGEN)を用い、説明書に従って行なっ

た。ゲノム DNAの除去は DNaseI (Takara)を用い、アガロース電気泳動でゲノム DNAの消失を確

認した。調製した RNAを短期間保存する場合は、-80℃で保存した。 

 

4-2-7. 逆転写反応による cDNAの調製  

	 ReverTra Ace (Toyobo)を用い、使用法は添付の説明書に従って行なった。反応条件は以下に示

した。 

 

4-2-8. 定量リアルタイム PCR 

	 SYBERPremix ExTaq (Takara)を用い、基本的操作は説明書に準じた。反応液の組成および反応

条件は以下に示した。 

cDNA   1 µl 

SYBER Premix ExTaq 25 µl 
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DMSO   2.5 µl 

Each Primers  2.5 µl 

DW   16.5 µl 

   50 µl 

反応条件 

95℃ 30 sec 

40 cycles 

 95℃ 5 sec 

 60℃ 10 sec 

Plate read 

Melt curve from 65℃ to 95℃, every 0.5℃ 

	 lacZ遺伝子の転写量はハウスキーピング遺伝子である dnaE遺伝子の転写量を内部標準とした

相対値で算出した。反応に用いたプライマーセットは Table 6-2に示した。また、アガロース電気

泳動よって、単一かつ適正なサイズの大きさのDNA断片がPCR増幅されていることを確認した。 

 

4-2-9. Hisタグを付与した TraDの大量発現と精製  

	 pET22bTraDを用い、Hisタグを付与した TraDの大量発現と精製を行なった。基本的操作は 1-2-8 

Hisタグを付与した TraCN292の大量発現と精製に準じた。TraDを保存する場合は P-buffer (1 x 

PBS、10%グリセロール)に置換し、4˚Cで静置した。 

 

4-2-10. FAM-DNA断片の作製  

	 PtraDを含む FAM-oriTNを FAM-pNIT5548と FAM-pNIT5041をプライマーセットとして用いて

pNIT101を鋳型にした PCRで増幅した(Fig. 4-6)。 

	 フットプリンティングで使用した 2つの DNA断片 FAM-901-1と FAM-901-2はプライマーセッ

トとしてそれぞれ FAM-pNIT5041、pNIT5548と pNIT5041、FAM-pNIT5548を用い、pNIT901

を鋳型に PCRで増幅した。 
 

4-2-11. ゲルシフトアッセイ  

TraDと FAM-DNA断片の反応  

	 3条件で実施し、反応組成を以下に示した。 

Fig. 4-6 (a) の反応組成 

50 nM FAM-oriTN 1.8 µl 

75 nM TraD 0 – 6.7 µl 
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0.1 M DTT 0.2 µl 

P-buffer  up to 10 µl 

  10 µl 

 

Fig. 4-6 (b) の反応組成 

50 nM FAM-oriTN   1.8 µl 

75 nM TraD   2.7 µl 

0.1 M DTT   0.2 µl 

900 ng/ul Salmon sperm DNA (SSDNA) 1.0 – 5.0 µl 

P-buffer    up to 10 µl 

    10 µl 

Fig. 4-6 (c) の反応組成 

50 nM oriTΔ1 - 11 1.8 µl 

75 nM TraD 2.7 µl 

0.1 M DTT 0.2 µl 

900 ng/ul SSDNA 2.0 µl 

P-buffer  3.3 µl 

  10 µl 

これらを混合後、30℃で 3 分インキュベートした。 

 

ポリアクリルアミド電気泳動と FAM-DNAの検出  

試薬 

泳動用 buffer (per liter) Glycine     14.41 g 

   Tris(トリスヒドロキシメチルアミノメタン) 3.025 g 

 

操作 

1. 15%または 12.5％の SuperSepTM Ace (Wako)にゲルシフトアッセイサンプルをアプライした。 

2. 200 V、60 mMで 85分程度電気泳動した。 

3. FLA-T1500 (FujiFilm)で FAM-DNAを検出した。 

 

4-2-12.フットプリンティング  

TraDと FAM-DNA断片の反応  

TraDと FAM−DNA断片を混合後、DNaseI処理を行なった。なお、反応は PCRチューブ内で行い、
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温度調整はサーマルサイクラーを用いた。 

1. 下記に示す反応液を 30℃で 3分インキュベートした。なお、コントロールとして 375 nM TraD

の代わりに P-bufferを加えた反応液を用いた。 

20 ng/ul FAM-901oriT1 (2)   3 µl 

375 nM TraD     0.5 µl 

5 x buffer(12.5mM MgCl2、2.5mM CaCl２)  2 µl 

900 ng/ul salmon sperm DNA   0.5 µl 

0.1 M DTT     0.2 µl 

P-buffer     2.8 µl 

       9 µl 

2. 5120倍希釈した DNaseI (Takara)を 1 µl添加し、30℃で 2分インキュベートした。 

3. DNaseIを失活するため、95℃で 10分処理した。 

 

キャピラリー電気泳動  

1. BigDye XTerminator purification kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて DNA断片を精製した。 

2. 精製物と GeneScan 500 LIZ standard (Life Technologies)を混合した後、95℃で 3分インキュベー

トした。 

3. ABI PRISM 3130xl sequencerで FAM及び standardのピークを検出した。 

4. TraceViewer (http://www.ige.tohoku.ac.jp/joho/traceviewer/)で解析した。 

 

G+A ladderの作製  

	 FAM-902oriT1(2)を用いて作製した。操作は、第 1章の G+A ladderの作製に準じた。 

 

4-2-13. 転写開始点の同定  

5’-Race法を用いて、TraDの転写開始点を同定した。概略図を Fig. 4-3として示した。 

 

逆転写反応・RNaseH処理  

	 ReverTra Ace (Toyobo)を用い、使用法は添付の説明書に従って行なった。調製した RNAを鋳型

に、5’末端がリン酸化されているプライマーRT_TraD_TSSを用いた。このプライマーは traD上に

アニーリングして開始コドンの方向に伸長するように設計した。得られた cDNAに対して、

RNaseH処理で RNAを分解した。 

 

T4 RNA ligase処理  
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	 T4 RNA ligase (Takara)を用い、操作は添付の説明書に従って行なった。下記に示す反応液を 16℃

で 16 h反応させることで環状化あるいはコンカテマ−化した産物を得た。 

600 ng/µl cDNA 3 µl 

0.1% BSA  3 µl 

50% PEG6000 25 µl 

10xbuffer   5 µl 

T4 RNA ligase 1 µl 

DW   13 µl 

   50 µl 

 

インサートの調製  

	 環状化とコンカテマ−化した産物を鋳型に 1st PCR primers (traD_TSS_Fおよび traD_TSS_R)で

PCRした。得られた PCR産物を生成後、鋳型にして 2nd PCR primers (traD_TSS_FFおよび

traD_TSS_RR)で再度 PCRした。 

 

ギブソンアセンブリーキットを用いた ligation 

	 pHSG398の全長を PCRで増幅した。この PCRに使用したプライマー(clone_traD_TSS_Fと

clone_traD_TSS_R)には、増幅産物とインサートをギブソンアセンブリーキットでクローニングを

可能にする配列を付与した。PCRで増幅したベクターとインサートを反応させ、JM109に導入し

た。 

 

転写開始点のためのシークエンス  

得られた形質転換体に対して RV-M4をプライマーとしたコロニーPCR・シークエンスを行なった。 
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Fig. 4-3 5’ Race法の概略図。T4 RNA ligase後の環状化の Figureは割愛した(5’-full RACE Core Set (Takara)の

説明書の 1部を改変した)。 

  

5’�

P�

�����mRNA�
����	�


�����

5’�
P�3’�

RNaseH	
�

3’� P�

T4 RNA ligase	
�

�������

P�

����	�

1st PCR� 1st PCR�2nd PCR�2nd PCR�

Gibson Assembly	
�

����	�

pHSG398�

Sequencing�

RT_TraD_TSS�



 

 95 

4-3. 結果 
4-3-1. NAH7ΔD2の接合伝達能  

	 traDを Km耐性遺伝子で破壊したプラスミド NAH7ΔDが作製されていた(40)が、Km耐性遺伝

子による極性効果の影響が traEと traFに及んでいる可能性が考えられた。そこで、

pEX18GmtraDupdown を用いて、G7(NAH7K2)株から traDの CDSのみを欠失させた G7(NAH7Δ

D2)株を作製した。G7(NAH7ΔD2)株と G7(NAH7K2)株を供与菌、KT2440Gm株を受容菌として接

合伝達試験を行なった。それぞれの接合伝達頻度(独立した 3回の実験の平均値)は、NAH7K2で

4.2 x 10-5、NAH7ΔD2で 9.6 x 10-7であった。 

 

4-3-2. TraDによる自己転写制御機構  

	 TraD のホモログである R388 の StbA は転写制御因子として機能する(71)。そこで TraD による

PtraD (traDのプロモーター)の転写制御を LacZレポーター解析で検討した。PtraDとプロモーター

欠失した lacZとを連結したレポーターを持つ KTPtraD株を pNIT6012と pNITTraDで形質転換し

た。得られた 2 株をバイオフォトレコーダーで培養し、初期対数増殖期と中期対数増殖期、定常

期の 3点で集菌し、LacZ活性を測定した。その結果、3点全てで pNITTraD保持株の方が pNIT保

持株より LacZ活性が 2倍以上低かった(Fig. 4-4)。さらに、この 2株を用いて lacZ遺伝子の転写

量を定量 RT-PCRで測定した。その結果、LacZ測定の結果と同様に、pNITTraD保持株の方が pNIT

保持株より転写量が低かった(1.7倍差)。これらの結果から TraDが PtraDの転写を抑制することが

強く示唆された。 

 

4-3-3. ゲルシフトアッセイを用いた TraDの DNA結合能の検討  

	 前項から TraDは PtraDに結合することで traDEFオペロンの転写を抑制することが示唆された。

そこで、ゲルシフトアッセイで TraD の PtraD への結合を検討した。His タグを付与した TraD

（His-TraD）を発現するプラスミド pET22btraD で E. coli BL21(DE3)を形質転換した。この株は

IPTG添加により、His-TraDの推定分子量 17 kDa程度の大きさのタンパク質を高発現し、本タン

パク質は Hisタグを利用した手法で精製できた(Fig. 4-5)ため、本タンパク質を His-TraDとして用

いた。PtraDを含む oriTN領域に FAMを付与した FAM-oriTNと His-TraDを混合し、ポリアクリル

アミドゲルで電気泳動解析した結果、His-TraDの濃度の上昇に伴い free probeの減少と shift band

の増加が確認された(Fig. 4-6)。次に、競合 DNAとして salmon sperm DNA (SS-DNA)を添加してゲ

ルシフトアッセイを行なった結果、FAM-oriTNの 132 倍の SS-DNA を添加した場合でもシフトバ

ンドの減少は僅かであった(Fig. 4-6)。以上の結果から、His-TraDは本 DNA断片に特異的に結合す

ると結論した。 
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Fig. 4-4. KTPtraD(pNIT6012)株と KTPtraD(pNITTraD)株の LacZ活性。Eary-log phaseは OD660=0.2、

Mid-log phaseは OD660=1.1、Stationary phaseは OD660=1.6。エラーバーは SDを示す。 
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Fig. 4-5 His-TraDの大量発現と精製。BL21(DE3)(pET22bTraD)株を用いて His-TraDの大量発現と精

製を行った。15%の SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、CBB 染色をした。レーン 1, ト

ータル細胞; レーン 2, 粗酵素液; レーン 3, 精製画分。 
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Fig. 4-6 各種 FAM-DNA断片のゲルシフトアッセイ。反応組成の詳細は材料と方法に記載した。 

(a) FAM-oriTNのゲルシフトアッセイ。左のレーンから 0 nM、1.3 nM、2.5 nM、5.0 nM、10 nM、

20 nM、30 nM、40 nM、50 nMの濃度になるように His-TraDを添加した。12.5%のポリアクリル

アミドゲル電気泳動を行なった。 

(b) 競合 DNA 存在下での FAM-oriTNのゲルシフトアッセイ。左端の C は His-TraD 非添加のサン

プル。20 nMの濃度になるように His-TraDを添加し、左から 2番目のレーンから 0 ng、900 ng、

1800 ng、2700 ng、3600 ng、4500 ngの SS-DNAを添加した。12.5%のポリアクリルアミドゲル電

気泳動を行なった。 

(c) oriTΔ1- 11のゲルシフトアッセイ。TraD bindingの+は明確なシフトバンドが確認できたこと、

-はそれが確認できなかったことを示す。赤逆三角形は nic site。DR4は第 1章を参照。  
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4-3-4. TraDの結合部位の特定  

	 具体的な結合部位を明らかにするために、oriTN を様々な長さに削った DNA 断片(oriTΔ1 – 
oriTΔ11)を用いてゲルシフトアッセイを行なった(Fig. 4-6)。oriTΔ6、oriTΔ7以外の DNA断片
は shift bandが確認された。oriTΔ6、oriTΔ7はそれぞれ oriTNの position 321 – 430と 341 – 430

の領域を削った DNA断片である。TraDは traD遺伝子近傍のこれら領域への結合が判明した。 
	 さらに具体的な結合部位を明らかにするために、フットプリンティング解析を行った。まず、

フットプリンティング解析用の DNA断片増幅用プラスミド pNIT901を作製した。本プラスミド

はゲルシフトアッセイから明らかになった TraDの結合領域を含む oriTNの position 270 – 430
領域をクローニングしたプラスミドである。次に、本プラスミドを鋳型に PCRで FAM-901-1と
FAM-901-2 を得た。これら DNA 断片に対する His-TraD のフットプリンティング解析の結果、

oriTN内の position 320-430のほぼ全領域の両鎖がHis-TraDによって保護されていた(Fig. 4-7)。
Fig. 4-7aは TraceViewerによるフットプリントの解析結果であり、His-TraD添加条件の peak
を赤、非添加条件の peakを青で示し、この 2種の peakを重ね合わせてある。赤 peakが青 peak

より著しく小さい領域を His-TraDによって保護された領域と判断した。G + Aラダーを元に結
合領域の配列を特定し、当該配列を Fig. 4-7 (b)において赤色で示した。 
 

4-3-5. traDの転写開始点 (TSS)の同定  

	 TSSを同定することでおおよそのプロモーター領域の推定が可能となることから、5’-Race法で

traDの TSSの同定を行なった。2nd PCRで、4種の主要なバンドが得られたため、これら DNA断

片をそれぞれ pHSG398にクローニングし、これら pHSG398誘導体を保持する大腸菌株コロニー

を鋳型として PCR増幅した当該 DNA断片領域のシークエンス解析を行なった。コンカテマ−(環

状)化した際に RT_TraD_TSS由来配列の 5’末端と結合した配列は転写開始点を含んでいる可能性

が高い (Fig. 4-3)。4配列(配列 A~D)の RT_TraD_TSS由来配列の 5’末端側に結合した配列を調べ

たところ、配列 Aには oriT の position 118から traD_TSS_FF由来の配列が含まれていた。配列 B

には oriTの position 329から traD_TSS_FF由来の配列が含まれていた。配列 Cには oriTの position 

329から traD_TSS_FF由来の配列が含まれていたが、配列 Cには本来存在しない配列も含まれて

いた。配列 Dには非特異的な oriT領域には存在しない配列が含まれていた。以上、配列 Aと B

の結果から traDの TSSは position 118と 329であると結論した(Fig. 4-7)。 

4-4 考察 
	 一般的に接合伝達には保存性の高い遺伝子や共通した機構が多く存在するが、接合伝達宿主域

や接合伝達頻度はプラスミドごとに異なり、このような違いは保存性の低い機能未知遺伝子に由

来すると示唆されている。本章では機能未知遺伝子群 traDEFオペロンにコードされた TraDが

traDの開始コドン上流領域に結合して転写抑制することをゲルシフトアッセイと LacZ活性、RT- 
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Fig. 4-7 (a) FAM-901-1と FAM901-2を用いたフットプリント解析の結果。最上部の数字は各 G + A 

ladderから得られた情報から oriTNの position 270 -430の塩基番号を示した。FAM-901-1は(b)の配

列の上部の鎖に FAMラベル、FAM-901-2は下部の鎖に FAMラベルが付与している。FAM-901-2

の結果は左右反転をしている。 

His-TraD添加条件の peakを赤、His-TraD非添加条件の peakを青で示し、この 2種の peakを

重ね合わせて表示した。黄色は Liz Standard マーカーを示す。(b)フットプリント解析の結果と
TSSを示した。大文字は oriTNを小文字は traDの CDS領域を示す。赤字の塩基配列はフットプ
リント解析(a)で His-TraDが結合すると結論した領域である。TSS同定に使用した各プライマー

の矢印は伸長方向を示している。IR1は第 1章を参照。Position 118と 329を traDの TSSと判断し

た。  

Binding Region�

Binding Region�

270 430 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 

GGTGTTCCTCTCTGAGCCCAAAATGGGACATATTCAGGCTAACGATAACTGCCGAAACAGTGTATAGCAAATGTAATACACAA
CCACAAGGAGAGACTCGGGTTTTACCCTGTATAAGTCCGATTGCTATTGACGGCTTTGTCACATATCGTTTACATTATGTGTT

AAAGCTTGATTTTGCTGATCTAGACTGTACTTTTGTAATACATATGTATAGCGCATAAAAACACCACTTTTTCTCTGCAGGCC
TTTCGAACTAAAACGACTAGATCTGACATGAAAACATTATGTATACATATCGCGTATTTTTGTGGTGAAAAAGAGACGTCCGG

              
GCGCACAGCGCGGCTGTCACCTCCCGCTAGGGGGGTGCGTATTGTGTA/TTGAGACTTTGAATTGAGACTTTGACCCTGTTAAG
CGCGTGTCGCGCCGACAGTGGAGGGCGATCCCCCCACGCATAACACAT�AACTCTGAAACTTAACTCTGAAACTGGGACAATTC

GGGAAAAGTTGAAGCTCTTGTTAAGGGCGTATCCACTAGCCAGGCCGAAGGCCGTAGGGGGGTAGCACAGATGGTATGCAGAA
CCCTTTTCAACTTCGAGAACAATTCCCGCATAGGTGATCGGTCCGGCTTCCGGCATCCCCCCATCGTGTCTACCATACGTCTT

AGGGTGCTAGAAGAGAGCAGGAAGAGTGCAACTTGACTACAGGTAGGGGGCGAGTAAGATGCACATAGAGTGCAATAGGGGTG
TCCCACGATCTTCTCTCGTCCTTCTCACGTTGAACTGATGTCCATCCCCCGCTCATTCTACGTGTATCTCACGTTATCCCCAC

CAGATAGGGTGCAAAatgaccgacaaagatctaacgaatgcactgatggcggtagggcctgagtcaaaggcagcgaaaatacgcc
GTCTATCCCACGTTT

aggtgatgccattgattgagcaacaactaagcgcgggtgtacgtcgccaagtgatcctggatgtgttgaaAGAACAGGGGATCGA�

5’-�
1�

430   �.�

.�

(a)�

(b)�

270   �.� 320�.�

FAM-901-1�

FAM-901-2�

traD 	����� ←�2nd primerFw�

←RT_primer�2nd primerRv�→�

-35 box -10 box 

329   �.�

118   �.� IR1�



 

 101 

定量 PCR から示唆した。先行研究で TraD は細胞質に局在することが示されており、細胞内でも

TraDは traDの開始コドン上流領域に結合していることが強く示唆された。TraDは 4つのαヘリ

ックスを構成していると推測されており、こうした構造が DNA binding能に寄与していると考え

られる(68)。TraDのホモログの StbAは自身のプロモーターだけでなく、R388上の 7つのプロモ

ーターを制御していることが示唆されているが(71)、StbA のこれらプロモーター領域への結合は

検討されていないため、直接的に制御するかは不明である。TraDがプラスミド上や染色体上の他

プロモーターを制御するかは未検討であり更なる解析が必要である。 

	 ゲルシフトアッセイで複数のシフトバンドが確認された (Fig. 4-6)。その原因として、TraD が

oriTNの複数箇所に結合する可能性や、oriTN上で TraD同士が複合体を形成する可能性が考えられ

る。しかし、先行研究でのタンパク質相互作用の解析では TraD同士の結合は確認されておらず、

複数のシフトバンドは、TraD の oriTNへの複数箇所の結合の可能性が高い。実際、フットプリン

ト解析では TraDは oriTNの position 320から 430の比較的広い領域をほぼ一様に DNaseIから保護

していた。TraDを低濃度にした解析でも、結合領域を狭めることはできなかった(data not shown)。

1 分子の TraD がどの程度の長さの DNA 領域を DNaseI から保護できるのかは不明であるが、約

110 bpの領域に複数の TraD 分子が結合していることが Deletion解析から明らかとなった。DNA

複製開始に関わる DnaAも DnaA boxと呼ばれる配列に連なって結合することが知られており(72)、

TraDも oriTから開始される DNA複製に関与している可能性も考えられる。 

	 5’-Race法により traDの転写開始点が oriTの position 118と 329と同定された。通常、-10 box

は TSSの 10塩基上流にあるが、position 118の 2塩基上流に-10 boxが見出された (Fig. 4-7 (b))。

これは、IR1の影響で TSSが通常より手前になったのではないかと推測している。一方、position 329

の上流領域は KT2440株の網羅的な TSS解析から明らかになった TSS上流領域で保存された配列

と高い相同性を示した(Fig. 4-8) (73)。これらのことから、今回同定した２点は traDの TSSとして

妥当であると結論した。 

	 フットプリント解析から TraDは position 329を含むような結合が示されたが、position 118周辺

領域はゲルシフトアッセイでも TraD の結合は観察されなかった。両 TSS の転写頻度の違いや使

い分け、およびそれらと TraDとの関係性は今後の重要な課題である。 

	 NAH7ΔD2 は NAH7K2 と比べて 43 倍接合伝達頻度が低下した。一方で、第 1 章では TraD の

結合領域を欠失した pNIT109や pNIT110は pNIT101と比較して頻度の差がなかった。これらの結

果から TraD 結合が直接的に接合伝達頻度に影響しているとは考えにくい。NAH7ΔD2 の示した

接合伝達頻度低下は traEと traFの発現への影響による可能性が考えられる。 
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Fig. 4-8 転写開始点 Position 329の上流領域と KT2440株の TSS上流領域で保存配列の比較(73)。 
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第 5章  NAH7の全接合伝達関連遺伝子の同定  

 

5-1. 緒言 
	 自己伝達性プラスミドの接合伝達装置は Dtrシステムと Mpfシステムから成り立つと考えられ

ており(74)、各種の接合伝達性プラスミドでこれらシステムに関連する 14遺伝子が保存されてい

る。しかし、これら 14遺伝子が oriTを有するプラスミドの接合伝達に十分な因子であるかは検

証されておらず、他の必須遺伝子の存在も考えられる。実際、接合伝達研究が最も進んでいる IncW

プラスミド R388ではこれら 14遺伝子以外の stbBが接合伝達必須遺伝子として同定されている

(68)。また、NAH7でも traFが接合伝達必須遺伝子として同定されており(40)、接合伝達に関わる

未知のシステムが存在する可能性が考えられた。そこで、本章では接合伝達システムの包括的理

解を目指し、NAH7上の接合伝達関連遺伝子を全て同定することを目的とした研究を行なった。 

 

5-2. 材料及び方法 
5-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件  

	 本章で使用した菌株とプラスミドをTable 5-1に示した。培地はLB、1/3LBまたはSOC培地を用

いた。培地の組成は第１章に準じた。寒天平板培地を用いる場合には、寒天粉末を培地に対して

1.5% (w/v)で添加した。選択培地には必要に応じてカナマイシン(Km)は25 µg/ml、テトラサイクリ

ン(Tc)は20 µg/ml、ゲンタマイシン(Gm)は20 µg/ml、アンピシリン(Ap)は100 µg/ml、トリメトプリ

ム(Tp)は25 µg/ml、ナリジクス酸(Nal)は10 µg/ml、X-galは30µg/mlになるように添加した。培養は、

特に断りがない限りPseudomonas属細菌については30˚C、E. coliについては37˚Cで行った。各種菌

体を長期的保存する場合には、培養液に15%になるようにglycerolを加え、-80˚Cで保存した。 

 

5-2-2. DNAの取り扱い  

遺伝子のクローニング全般、DNA塩基配列決定法については第1章に準じた。また、本章で用い

たプライマーは、Table 5-1に示した。 

5-2-3. electroporation法による形質転換法  

	 GENE PULSER (BIO-RAD)を使用し、手順は第 1章に準じた。 
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Table 5-1. Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

Strain or plasmid Relevant characteristics a Source or reference  

 E. coli 
  

   DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 D (lacZYA-argF) Φ80lacZΔM15  (44) 

   EC100 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 Δ(ara- leu)7697 galU galK rpsL nupG Epicentre Inc. 

Plasmid 
 

 pNIT6012 pVS1 derivative; shuttle vector, Mob+ Tcr (49) 

 pKKO1 pNIT6012 derivative carrying traF-traC and mpf operon. This study 

 NAH7 Tra+ Nah+, Inc-P9 (75) 

 NAH7K2 NAH7ΔnahAc; Kmr (48) 

 pKD46 Apr, λ-Red recombinase expression plasmid (76) 

 pTnTp1 Tpr Labo stock 

 pTnGm1 Gmr Labo stock 

 NAH7Tp NAH7ΔnahAc; Tpr This study 

 NAH7Δ1-14 

 

NAH7Δorf1-orf14; Gmr This study 

 NAH7Δ17-29 

 

NAH7Δorf17-orf29; Tpr This study 

 NAH7Δ17-34 

 

NAH7Δorf17-orf34; Tpr This study 

 NAH7Δ30 NAH7Δorf30; Tpr This study 

 NAH7Δ31 NAH7Δorf31; Tpr This study 

 NAH7Δ32 NAH7Δorf32; Tpr This study 

 NAH7Δ33 NAH7Δorf33; Tpr This study 

 NAH7Δ34 NAH7Δorf34; Tpr This study 

 pUC18 Apr; E. coli vector (45) 

 pUC18orf30-34 pUC18 derivative carrying NAH7 orf30-orf34 This study 

 pUC18orf30 pUC18 derivative carrying NAH7 orf30 This study 

 pUC18orf31 pUC18 derivative carrying NAH7 orf31 This study 
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  pUC18orf32 

pUC18orf31 

pUC18orf31 

pUC18 derivative carrying NAH7 orf32 This study 

 pUC18orf33 pUC18 derivative carrying NAH7 orf33 This study 

 pUC18orf34 pUC18 derivative carrying NAH7 orf34 This study 

 pUT18 Plasmid for BACTH system for cloning T18 on C-terminus of protein 

ori 

ColE1, Amp 

R 

 

Euromedex 

 pKTN25 Plasmid for t BACTH system for cloning T25 on C-terminus of protein 

ori 

p15A, Kan 

R 

 

Euromedex 

 pUT18Czip Plasmid for positive control in BACTH system, zinc finger linked to T25 

ori 

p15A, Kan 

R 

 

Euromedex 

 pKTzip Plasmid for positive control in BACTH system, zinc finger linked to T18C 

ori 

ColE1, Amp 

 

Euromedex 

 pUT18orf34 pUT18 derivative carrying orf34 This study 

 pUT18traC pUT18 derivative carrying traC This study 

 pUT18traB pUT18 derivative carrying traB This study 

 pUT18mpfC pUT18 derivative carrying mpfC This study 

 pUT18mpfF pUT18 derivative carrying mpfF This study 

 pUT18mpfH pUT18 derivative carrying mpfH This study 

 pUT18mpfI pUT18 derivative carrying mpfI This study 

 pUT18mpfJ pUT18 derivative carrying mpfJ This study 

 pKTN25orf34 pKTN25 derivative carrying orf34 This study 

 pKTN25traC pKTN25 derivative carrying traC This study 

 pKTN25traB pKTN25 derivative carrying traB This study 

 pKTN25mpfC pKTN25 derivative carrying mpfC This study 

 pKTN25mpfF pKTN25derivative carrying mpfF This study 

 pKTN25mpfH pKTN25 derivative carrying mpfH This study 

 pKTN25mpfI pKTN25 derivative carrying mpfI This study 

 pKTN25mpfJ pKTN25 derivative carrying mpfJ 
This study 
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Table 5-2. Primers used in this study 

Primer name Sequence（5 to 3'） Purpose 

Nhe1_NAH7_traF_C_F GGGGCTAGCTGTAATTCGTGGGGAAGC Cloning of traF-traC on pNIT6012 

Xho1_NAH7_traF_C_R GGGCTCGAGGCCTGGCCTATATTCTTC Cloning of traF-traC on pNIT6012 

GAK_mpf_R CGAGCTCCCGGGTACGGGTATTCTCCGGTGAGCGCTGATTTGTG Cloning of mpf operon on pNIT6012 

GAK_mpf_Sca1_F GATGCATGCCATGGTACAGTACTTCGCGTCCGGGGTGATGAAG Cloning of mpf operon on pNIT6012 

GAK_mpf_Mlu1_F TGCATGCCATGGTACAGTACGCGTGAGCCATGAGGAACG Cloning of mpf operon on pNIT6012 

GAK_mpf_Sca1_R CACCCCGGACGCGAAGTACTTC Cloning of mpf operon on pNIT6012 

GAK_mpf_Mlu1_R CCGTTCCTCATGGCTCACGCGTAG Cloning of mpf operon on pNIT6012 

GAK_mpf_F4 GCCATGGTACAGTACGCGTGGGATCTCCTTTTCTC Cloning of mpf operon on pNIT6012 

nahAc_deletion_Fw TTGAGCGGAGAGTTTTAATAGGAGGTACCCCGGACCCTAGCGCGTCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Tp 

nahAc_deletion_Rv CCAGCTTGTCTTCTTGAATATTGATCATCATGGTCGACTCGTCTGCTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Tp 

orf17-34_deletion_Tp_Fw CCGGTATTGCCGGAACCTTTCGCATTTAGATGACAGGATTTTTCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Δ17-34 and NAH7Δ17-29 

orf17-34_deletion_Tp_Rv GATAATTAATTGATTTCTCGCATGCGAGAAAAGGAGATCCCACTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Δ17-34 

orf17-29_deletion_Tp_Rv ATTCCCTTGGCGTGCGCGATGCTTTGCCTTGGATATTTCTCTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Δ17-29 

orf1-orf14_deletion_Gm_Fw TGAACCCTTGACCCACTAACGGCAATTAGGCGGAAACGAATCTCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Δ1-14 

orf1-orf14_deletion_Gm_Rv CAGGCTTTGGGGGGGTTCTCGCATGCGAGAAAGGAGTCCTTACGAGTTAGGTGGCGGTACTTG Construction of NAH7Δ1-14 

orf30_deletion_Tp_Fw TTGATCGGCAGATATCGCCCGGAAAAGGGCAACTCTCGTTCTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Δ30 

orf30_deletion_Tp_Rv GGGATTCGGCGGCATGGGCCGCGTTTGAGGGAGCTAAAATCTCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Δ30 

orf31_deletion_Tp_Fw TCGAGCTTGTGATTCCGAAATAGACATGATTTTAGCTCCCCTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Δ31 

orf31_deletion_Tp_Rv TCAATTGCTGCAGATCTAGGACAGATAAAAGGATTAGGACTCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Δ31 

orf32_deletion_Tp_Fw CTAATCCTTTTATCTGTCCTAGATCTGCAGCAATTGAACGCGGTCTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Δ32 
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orf32_deletion_Tp_Rv GCAAAGCTTTCAAACCGCAGTATTGAGCGAGGGTCTACCATCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Δ32 

orf33_deletion_Tp_Fw TCCATTGGGTTTTCGTCTTTTTCCATTGGTAGACCCTCGCCTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Δ33 

orf33_deletion_Tp_Rv CAGCGCCAAAGAAGCAAACGATAAGTGGGGAGGCTCGCGCTTCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Δ33 

orf34_deletion_Tp_Fw GAGAAGGCAAAAAAGCGGACGGCGTGCAACTTAGAAACCATCTCGAGTTAGGCCACACGTT Construction of NAH7Δ34 

orf34_deletion_Tp_Rv GATAATTAATTGATTTCTCGCATGCGAGAAAAGGAGATCCCATCGCACGAACCCAGTTGAC Construction of NAH7Δ34 

BamH_orf30_F CGGGGATCCAGAAATATCCAAGGCAAAG Construction of pUC18orf30 and pUC18orf30-34 

Kpn_orf30_R GGGGGTACCGGGAGCTAAAATCATGTCTATTTC Construction of pUC18orf30 

BamH_orf31_F CGGGGATCCGATTTTAGCTCCCTCAAACGCG Construction of pUC18orf31 

Kpn_orf31_R GGGGGTACCACCGCGTTCAATTGCTGCAG Construction of pUC18orf31 

BamH_orf32_F CGGGGATCCGTCCTAATCCTTTTATCTG Construction of pUC18orf32 

Kpn_orf32_R GGGGGTACCGCGAGGGTCTACCAATGGAAA Construction of pUC18orf32 

BamH_orf33_F CGGGGATCCTGGTAGACCCTCGCTCAATAC Construction of pUC18orf33 

Kpn_orf33_R GGGGGTACCATGGTTTCTAAGTTGCACG Construction of pUC18orf33 

BamH_orf34_F CGGGGATCCTTAGAAACCATAGCGCGAGC Construction of pUC18orf34  

Kpn_orf34_R GGGGGTACCTTTCTCGCATGCGAGAAAAG Construction of pUC18orf34, pUC18orf30-34 

orf34-mpfJ_Fw CCGCAAGCATCCTCATCGCTG Confirmation of transcription unit 

orf34-mpfJ_Rv GTCAGGCGTTAGCACAGGCAC Confirmation of transcription unit 

pKTN25-pUT18-orf34_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGCGCAAACAAGTTTTAG Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-orf34_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGGAAACCATAGCGCGAG Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-TraC_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGTTCAACGTTACCTCTATC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-TraC_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGCACGCCTGATTTACCTAAGC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-TraB_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGCATAAAAGAGAAGTCGATTC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-TraB_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGTGCTGCTGCTTGACCGGTAAG Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 



 

 108 

pKTN25-pUT18-MpfC_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGCGCCTCGTTGATAAAGCTTT Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfC_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGTCGAATCGCCTTCAAGTTGTGG Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfF_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGGACAAGGAATTAAAGAAAG Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfF_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGCTGGCGGCTCAGTTCTTCACTC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfH_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGGCGAAGGAACCTAACAACC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfH_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGGTTAATGAATTTCACGCCGCC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfI_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGTCTGAGATTGCTTCGTTCC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfI_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGGGCAGCTTTTGCATATTGCAC Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfJ_Fw CCTGATTACGCCAAGCTTGATGCAAAAGCTGCCTAAATTCG Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 

pKTN25-pUT18-MpfJ_Rv GCAGGCATGCAAGCTTGGATTAATTATCTGTACGAACGATG Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system 
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5-2-4. プラスミドの作製  

pKKO1の作製  

操作 

1. NAH7 の traC から traF までを増やすプライマーである Nhe1_NAH7_traF_C_F と

Xho1_NAH7_traF_C_Rを用いて PCRを行った。 

2. この PCR産物を pNIT6012のNheI - XhoIサイトにクローニングしたプラスミド(pNIT::dtr)を作

製した(Fig. 5-1)。 

3. pNIT::dtr の KpnI サイトに GAK_mpf_R と GAK_mpf_Sca1_F のプライマーセットで増幅した

mpfR上流のプロモーター領域から mpfオペロンの ScaI サイトまでの領域を Gibson Assembly 

kitでクローニングした。 

4. 3.から得られたプラスミドの ScaI サイトに GAK_mpf_Mlu1_F と GAK_mpf_Sca1_R のプライ

マーセットで増幅した MluI サイトまでの領域を同様にクローニングした。 

5. 4.から得られたプラスミドのMsluI サイトにGAK_mpf_Mlu1_RとGAK_mpf_F4のプライマー

セットで mpfJ までの領域を同様にクローニングした。得られたプラスミドを pKKO1 とした

(Fig. 5-1)。 

λ-Red recombination法を用いた特定領域を破壊した NAH7誘導体の作製  

	 NAH7Tp、NAH7Δ1-14、NAH7Δ17−29、NAH7Δ17-34等は、λファージの Red recombinaseを用

いた系(76)で作製した。本系で用いた Red recombinase発現プラスミド pKD46は温度感受性の複製

開始タンパク質を保持するので、本プラスミドを保持する大腸菌の培養は 30oCで行なった。 

操作 

1. 遺伝子破壊用 DNA断片を作製した。Table 5-2に示した各破壊用プライマーで pTnTp1または

pTnGm1由来の各薬剤耐性遺伝子+破壊遺伝子の上流下流 40 bp断片を PCR増幅した。 

2. E. coli EC100(NAH7K2)に pKD46をエレクトロポレーションで導入し、ApKmでセレクション

した。 

3. EC100(NAH7K2)(pKD46)を OD660=0.1時にアラビノースを 10 mMになるように加えて、

OD660=0.4まで再培養し、遺伝子破壊用 DNA断片をエレクトロポレーションで導入した。 

4. 各薬剤培地で目的遺伝子が薬剤耐性遺伝子で組換えられたコロニーを選択し、check用プライ

マーでコロニーPCRとシークエンシングを行い、破壊株を得た。 

5. pKD46を脱落した株を得るため、37℃で Apを含まない液体培地で 2-6 hほど培養して再度薬

剤セレクションし、ApS株を選抜した。 
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(a) 

  
(b) 

 

Fig. 5-1 (a) pNIT::dtrのマップ。(b) pKKO1のマップ。 

  

oriT

traDEF operon dtr operon 
traC traB traA traF traE traD 

pNIT::dtr�

Tc�

NheI� XhoI� KpnI�

traDEF operon dtr operon 
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pKKO1�

mpfR mpfA mpfB mpfD mpfC orf 35 mpfF mpfG mpfE mpfJ mpfH orf 36 

KpnI�

Tc�
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pUC18orf30-34および pUC18orf30、31、32、33、34の作製  

	 Table 5-2に示した各プライマーセットを用いた PCRで NAH7の orf30-34、orf30、orf31、orf32、

orf33、orf34断片を増幅し、この断片を pUC18の BamHI-KpnIサイトに各断片を IPTG誘導可能な

コンストラクトでクローニングした 6つのプラスミドを作製した。 

 

pUT18誘導体及び pKTN25誘導体の作製  

	 Table 5-2に示した各プライマーセットを用いた PCRで orf34、traC、traB、mpfC、mpfF、mpfI、

mpfJ、mpfHの断片を増幅し、この断片を pUT18及び pKTN25の HindIIIサイトに Gibson Assemby 

Kitでクローニングした。 

 
5-2-5. 接合伝達実験  

	 接合実験は、寒天培地上で行った。本研究では Tp耐性遺伝子あるいは Gm耐性遺伝子を付与し

た NAH7 誘導体を使用し、薬剤耐性を指標として接合伝達体の選択を行った。供与菌は E. coli 

EC100株を使用し、受容菌は E. coli DH5α株を使用した。 

	 接合伝達頻度の算出は、供与菌、受容菌、接合伝達体の抗生物質耐性を指標として colony-forming 

unit (CFU)を測定し、接合体/供与菌を算出した。なお、最終的な接合伝達頻度は少なくとも 3 回

の独立した実験から求めた。 

操作 

1.  供与菌および受容菌を一晩液体培養した。 

2.  1 mlの受容菌を遠心 (10,000 rpm、室温、1分間)し、菌体を集めた。 

3.  LBで 2回洗浄した。 

4.  集菌した受容菌に 1 mlの供与菌を加え、十分に混合した。 

5.  遠心により菌体を集めた。 

6.  LB寒天培地上に 50 µl程度に濃縮した菌液をスポットした。供与菌が pUC18誘導体を保持し

ている場合は、0.5 mMの IPTGを含む LB寒天培地上で行なった。 

7.  30˚Cで 6時間培養した。 

8.  適宜希釈後、プラスミドを保持する受容菌を選択する培地に塗布した。接合伝達頻度を算出す

る際は適宜希釈し、接合伝達体および、供与菌、受容菌用の選択培地に 10 µlずつスポットした。 

9.  30˚Cで 1-2日培養した。接合伝達頻度は供与菌当たりの接合伝達体の CFUで算出した。 

 

5-2-6. プラスミドの安定性試験  

	 NAH7Tpは Tp耐性遺伝子が組み込まれている。宿主内でNAH7Tpの安定性は Tp非添加培地で、

宿主の Tp耐性能がどれだけ維持されるかによって評価した。操作は以下の通り行なった。 
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1. EC100(NAH7Tp)(pUC18)株と EC100(NAH7Tp)(pUC18orf34)株を、Tp及び Apを添加した LB液

体培地で一晩培養した。 

2. 培養液を適当に希釈し、100 µlを LBおよび Tpを添加した LB寒天培地に塗布し、培養した。 

3. 2.と同一の培養液を LBで希釈し、50 µlを 5 mlの Apを添加した LB培地に接種し、30oCで一

晩培養した。 

4. 2.の操作を再度行った。寒天培地で生育したコロニーをカウントし、Tp 耐性コロニーの割合

を求めた。 

 

5-2-7. タンパク質の in vivo相互作用試験  

	 細胞内におけるタンパク質の相互作用は BACTH system kit (Bactrial Adenylate Cyclase 

Two-Hybrid System Kit) (EUROMEDEX)を用いて解析した。各操作は Kit の説明者に従い、X-gal

を含む LB寒天培地上でコロニーの青色になることを指標にタンパク質相互作用を検出した。 

 

5-2-8. 転写単位の解析  

RNAの精製および cDNAの作製 

	 P. putida G7株から total RNAを精製した。この total RNAを鋳型、mpfJ-orf34_Rvをプライマー

として cDNAを合成した。操作は第 4章に準じた。 

 

転写単位の解析 

	 ExTaqを用いて、得られた cDNAを鋳型に mpfJ-orf34_Fw、mpfJ-orf34_Rvのプライマーセット

で PCRした。これらプライマーはそれぞれ mpfJと orf34の CDS上にアニーリングする。ポジテ

ィブコントロールとして鋳型を total DNA、ネガティブコントコールとして鋳型を RNAとした。 

 

5-2-9. orf34のシグナル配列の推測  

SignalIP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)、SosuiMP1 (http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/mp1/)、

Signalblast (http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.html)を用いて、orf34産物の推定シグナル

配列と推定細胞内局在を推測した。 

5-3. 結果 
5-3-1. NAH7の接合伝達関連遺伝子群の推定機能  

	 NAH7の 3つの接合伝達関連オペロン内の遺伝子がコードするアミノ酸配列に対して Blastpで

相同性検索を行い、traABCオペロンと traDEFオペロンは R388を元に、mpfオペロンは Ti-plasmid

と R388を元に接合伝達関連遺伝子群に対して機能予測した(Table 0-3)。orf35と mpfR以外の遺伝

子は相同性から機能予測ができた。NAH7は、各種の接合伝達性プラスミドで保存されている 14
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遺伝子を全て有していた。 

 

5-3-2. pKKO1の接合伝達能  

	 NAH7 の traABC オペロン、traDEF オペロン及び mpf オペロンに接合伝達必須遺伝子が全て含

まれているかどうかを検討するために、これら 3 オペロンをクローニングした pKKO1 を作製し

た。供与菌を EC100(pKKO1)株、受容菌を DH5α 株として接合伝達試験を行なったが、接合伝達

体は得られなかった。この結果、NAH7 上にはクローニングした３オペロン以外にも接合伝達に

必須な領域が存在することが示唆された。 

 

5-3-3. 大規模欠失 NAH７誘導体の接合伝達能  

	 前項より traABC、traDEF、mpfオペロン上の遺伝子以外の接合伝達必須遺伝子の存在が示唆さ

れた。そこで、NAH7上のこれらオペロン以外の領域を λ-Red recombination系で薬剤耐性遺伝子

に置き換えて、大規模欠失させた NAH7誘導体(NAH7Δ1-14、NAH7Δ17-34、NAH7Δ17-29)を作製

した。NAH7Δ1-14 は複製・維持関連遺伝子 rep から traF 間の orf1 から orf14 を Gm 耐性遺伝子

で、NAH7Δ17-34は traCから mpfJの間の orf17から orf34を Tp耐性遺伝子で、NAH7Δ17-29は

traCから orf30の間の orf17から orf24をTp耐性遺伝子で置き換えたNAH7誘導体である(Table 0-2)。

また、接合伝達試験を行う際のポジティブコントロールとして、Tp 耐性遺伝子を NAH７に付与

した NAH7Tpを作製した。 

	 ポジティブコントロールを含む４プラスミドをそれぞれ保持した EC100株を供与菌、DH５α株

を受容菌として接合伝達試験を行なった結果、NAH7Tp の頻度と比べて、NAH7Δ17-29 はほぼ同

等の頻度、NAH7Δ1-14は 55倍程度低い頻度で接合伝達された(Table 5-5)。NAH7Δ1-14の欠失領

域には ssbが存在し、本遺伝子欠失により接合伝達時に生成される ssDNAが不安定になり、接合

伝達頻度の低下に至った可能性が考えられた。一方、NAH7Δ17-34は接合伝達能を示さなかった。

NAH7Δ17-29 が接合伝達可能で、NAH7Δ17-34 が接合伝達不能であることから NAH7Δ17-34 のみ

で欠失している orf30-34の接合伝達への関与が示唆された。 

	 NAH7Δ17-34 が orf30-orf34 の相補で接合伝達可能になるか検討するために、pUC18orf30-34 を

作製した。上記と同様の接合伝達試験を行なった結果、EC100(NAH7Δ17-34)(pUC18::orf30-34)株

を供与菌とした場合に接合伝達体が得られた(Table 5-5)。これらの結果から orf30、orf31、orf32、

orf33、orf34のいずれかあるいは全ての接合伝達への関与が判明した。 

 

5-3-4. orf34は接合伝達必須  

	 orf30-34のうちの接合伝達に必須な遺伝子の同定を試みた。pUC18orf30、pUC18orf31、 

pUC18orf32、pUC18orf33、pUC18orf34 を作製し、これらプラスミドで EC100(NAH7Δ17-34)を形



 

 114 

質転換した。得られた 5 株を供与菌、DH5α 株を受容菌として接合伝達試験を行なった結果、

EC100(NAH7Δ17-34)(pUC18orf34)株を供与菌とした場合のみ、接合伝達体が得られた。その頻度

は NAH7Tpを有した株を供与菌とした場合とほぼ同等であった(Table 5-5)。 

	 orf30-34 のうちの 1 遺伝子を欠失させた NAH7 誘導体(NAH7Δ30、NAH7Δ31、NAH7Δ32、

NAH7Δ33、NAH7Δ34)を作製した。これら 5つの NAH7誘導体を保持した EC100株を供与菌とし

て接合伝達試験を行なった結果、NAH7Δ30、NAH7Δ31、NAH7Δ32保持株の場合は、NAH7Tp保

持株の場合とほぼ同等の頻度で接合伝達体が得られた(Table 5-5)が、NAH7Δ33で約 10倍の頻度低

下が観察され、NAH7Δ34では接合伝達体が得られなかった。この 2プラスミドを有する株をそれ

ぞれ pUC18orf33、pUC18orf34で形質転換し、得られた株を供与菌として接合伝達試験を行なった

結果(Table 5-5)、EC100(NAH7Δ34)(pUC18orf34)株を供与菌とした場合に伝達頻度の十分な回復が

見られたため、orf34は接合伝達に必須であると結論した。一方で、EC100(NAH7Δ33)(pUC18orf33)

株を供与菌とした場合は伝達頻度の回復が見られなかったため、以降は orf34 に焦点を当てた実

験を行なった。 

	 pKKO1 が接合伝達能を示さないのは orf30-orf34 を有していないためと考えられたので、

EC100(pKKO1)(pUC18orf30-orf34)株を供与菌とした接合伝達試験を行なったが、接合伝達体は得

られなかった(Table 5-5)。 

 

5-3-5. Orf34の配列情報の解析  

	 Orf34の機能予測をするためOrf34のアミノ酸配列をクエリとして blastPで相同性検索を行った。

Orf34は TrbM superfamilyのドメインの一部を有していた。この superfamilyに属するタンパク質

をコードする遺伝子の多くは接合伝達関連遺伝子近傍に存在していたが、機能解析は全く行われ

ていない。また、Orf34は Killer proteinの KikAホモログと比較的高い相同性を有していた。この

ようなホモログの中で最も研究が進んでいる pCU1の KikAは Klebsiella属細菌内で発現すると生

育阻害を引き起こすこと、kikAを破壊した pCU1は Klebsiella属細菌への接合伝達頻度が 100倍程

度低下することが報告されている(77, 78)。 

	 複数のシグナル配列解析ソフトで Orf34 のシグナル配列を検索した。全ての解析ソフトでシグ

ナル配列が検出され、ペリプラズムへの局在、あるいは細胞外への分泌が予測された。 

 

5-3-6. orf34は mpfJと単一転写単位  

	 orf34 は mpf オペロンの直下流に存在している。G7(NAH7)株から RNA を回収し、逆転写 PCR

により転写単位を検討したところ、orf34と mpfJ (mpfオペロンの一番下流に存在する遺伝子)が同

一転写単位であることが明らかとなった(Fig. 5-2)。  
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Table 5-4 NAH7誘導体の接合伝達頻度  
 
 
 
 
 
 
 
 

供与菌株として EC100、受容菌として DH5αを用いた。なお、Transfer frequencyは独立した３
回の実験の平均値とした。 
  

Plasmid Transfer frequency 
NAH7Tp 1.5 x 10-4 

NAH7Δ17-29 1.4 x 10-4 
NAH7Δ17-34 < 10-8 
NAH7Δ1-14 1.4 x 10-5 

NAH7Δ17-34 + pUC18 < 10-8 
NAH7Δ17-34 + pUC18orf30-34 1.7 x 10-3 
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Table 5-5 NAH7誘導体の接合伝達頻度  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

供与菌として EC100、受容菌として DH5αを用いた。なお、Transfer frequencyは独立した３回
の実験の平均値とした。 

Plasmid Transfer frequency 
NAH7Tp 9.3 x 10-4 

NAH7Δ17-34 + pUC18 < 10-8 
NAH7Δ17-34 + pUC18orf30 < 10-8 
NAH7Δ17-34 + pUC18orf31 < 10-8 
NAH7Δ17-34 + pUC18orf32 < 10-8 
NAH7Δ17-34 + pUC18orf33 < 10-8 
NAH7Δ17-34 + pUC18orf34 3.9 x 10-3 
NAH7Δ30 2.5 x 10-3 
NAH7Δ31 1.9 x 10-3 
NAH7Δ32 2.4 x 10-3 
NAH7Δ33 1.1 x 10-4 
NAH7Δ34 < 10-8 
NAH7Δ33 + pUC18 1.3 x 10-5 
NAH7Δ33 + pUC18orf33 4.2 x 10-5 
NAH7Δ34 + pUC18 < 10-8 
NAH7Δ34 + pUC18orf34 3.5 x 10-3 
pKKO1 + pUC18orf30-orf34 < 10-8 
pKKO1 + pUC18 < 10-8 
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Fig. 5-2 orf34は mpfJと同一転写単位。異なる鋳型で PCRして得られた産物を 2.0%アガロースゲ

ル電気泳動後、EtBr染色した。それぞれの鋳型はレーン 1,G7株の total DNA; レーン 2, G7株の total 

RNA; レーン 3, cDNA。 

 

 

  

M 	������
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5-3-7. orf34発現に伴う宿主細胞の生育への影響  

	 接合伝達試験を実施した際、EC100(NAH7Δ34)(pUC18orf34)株の生育が他菌株と比べて著しく遅

いことが観察されていた。この現象を明確にするため、EC100(pUC18)株、EC100 (pUC18orf34)株、

EC100(NAH7Tp)(pUC18)株、EC100(NAH7Tp)(pUC18orf34)株を用いて生育試験を実施した。その

結果、EC100(NAH7Tp)(pUC18orf34)株のみで生育の遅延が認められた。EC100 (pUC18orf34)株で

は生育遅延が観察されなかったことから、orf34と NAH7上の何らかの遺伝子が協働して生育遅延

がおきていると考えられた(Fig. 5-3)。そこで、EC100(NAH7Δ1-14)株、EC100(NAH7Δ17-34)株、

EC100(NAH7ΔF-C)株、EC100(NAH7ΔF-CΔmpf)株、EC100(NAH7ΔF-mpf)株に pUC18と pUC18orf34

をそれぞれ保持させた株を用いた生育試験を行ない、pUC18orf34を保持しても生育遅延が起こら

ない株が存在するか検討した。しかし、これら 5株全てで生育遅延が認められた(data not shown)。 

 

5-3-8. orf34の発現に伴う NAH7の安定性試験  

	 前項の結果より pUC18orf34 が NAH7 の複製・維持に何らかの影響を与えて生育遅延が起きる

可能性が考えられた。そこで、NAH7 の安定性試験を行なった。EC100(NAH7Tp)(pUC18)株、

EC100(NAH7Tp)(pUC18orf34)株をそれぞれ Ap及び Tp含有液体培地で一晩培養後、培養液を希釈

して Ap含有液体培地で一晩培養し、LB培地及び Tp含有培地に塗布して CFUを測定した。その

結果、EC100(NAH7Tp)(pUC18)株由来の Tp耐性コロニーは 109 CFU/mlあたり 108 CFU/mlであっ

たのに対して、EC100(NAH7Tp)(pUC18orf34)株由来のの Tp耐性コロニーは 108 CFU/mlあたり<101 

CFU/ml であり、EC100(NAH7Tp)(pUC18orf34)株の NAH7Tp は非常に不安定であることが明らか

となった。 

 

5-3-9. Orf34の in vivo相互作用  

	 Orf34と既知の接合伝達関連タンパク質との相互作用を検討すれば、Orf34の機能に関する何ら

かの情報が得られると考え、Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system (EUROMEDEX)を用い

て、in vivo相互作用解析を行った。Orf34、Relaxase (TraC)、Coupling protein (TraB)、T4SS components 

(MpfF、MpfH、MpfI、MpfC、MpfJ)の計 8タンパク質の遺伝子領域を含む DNA 断片を pUT18と

pKTN25にクローニングした。Orf34自身を含むこれら 8タンパク質と Orf34との相互作用を青コ

ロニーの割合で検出することを試みたが、ポジティブコントロールを除く全ての組み合わせで青

コロニーの出現は観察されなかった(data not shown)。 

 

 

5-4. 考察 
	 本章では orf34を新たな接合伝達必須遺伝子として同定し、本遺伝子の機能解析を行なった。 
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Fig. 5-3 生育曲線。赤は EC100(NAH7Tp)(pUC18orf34)株、青は EC100(NAH7Tp)(pUC18)株、橙色

は EC100(pUC18orf34)株、薄青色は EC100(pUC18)株を示す。 
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NAH7Δ34は接合伝達能を消失し、pUC18orf34と NAH7Δ34保持株を供与菌とした場合に NAH7

Δ34が接合伝達可能であったことから orf34は接合伝達必須遺伝子と結論した。また、 

NAH7Δ33も NAH7Tpと比べて 10倍程度の頻度低下をしていたが、pUC18orf33と NAH7Δ33保 

持株を供与菌とした場合でも NAH7Δ33の接合伝達頻度は上昇しなかった。これは、orf33の欠失

が orf34 の発現に影響を与え、頻度低下を生じさせた可能性が考えられる。一方、NAH7Δ1-14、

NAH7Δ17-29は野生型と同頻度の接合伝達能を有していたことから、これらプラスミドの破壊領

域には接合伝達必須遺伝子が存在しないことが明らかとなり、3 つの接合伝達関連オペロン以外

の NAH7上の接合伝達必須遺伝子は、orf34の１遺伝子のみであると示唆された。しかし、3つの

接合伝達関連オペロンを有する pKKO1 と pUC18orf30-orf34 を保持する株を供与菌とした場合に

は pKKO1が接合伝達しなかった。この理由として、pKKO1の接合伝達関連遺伝子が正常に発現

していない可能性が考えられた。これを検証するためには、3 つの接合伝達関連オペロンを破壊

した NAH7 と pKKO1 保持株を供与菌とした接合伝達試験を実施する必要がある。この供与菌か

ら pKKO1が接合伝達不能であれば、pKKO1上の接合伝達関連遺伝子が正常に発現していないと

結論できる。 

	 pUC18orf34と NAN7誘導体保持株は生育遅延が起きた。この生育遅延機構の解析は orf34の接

合伝達時の機能の解明にも繋がると考えられたが、様々な領域を破壊したいずれの NAN7誘導体

でも pUC18orf34の共存で生育遅延がおきたことから、orf34は NAH7の複製・維持に直接的に悪

影響を与えていると示唆された。今後、NAH7 の複製・維持関連遺伝子のみをクローニングした

プラスミドと pUC18orf34保持株の生育試験や BACTH systemで Orf34と複製維持関連タンパク質

の相互作用試験を実施予定である。 

	 orf34と mpfJは同一転写単位であったが、BACTH systemでは Orf34と T4SS関連タンパク質と

の相互作用は認められなかった。Orf34が Mpf systemと Dtr systemのいずれに関与しているか、

あるいは別の必須システムが存在するのかを明らかにするには更なる検討が必要である。 

	 orf34は IncP-9群のプラスミドでは高度に保存されており(Fig. 5-5)、本プラスミド群での重要性

が示唆される。また、orf34の tblastn検索を行なったところ、orf34ホモログがα−、β−、γ−、ε−プ

ロテオバクテリアのプラスミドに存在していた(Fig. 5-6)。これらのうち分類できたプラスミドは

全て MPFT属であったため、orf34 は Mpf システムと共に機能することが示唆された。pCU1 の

kikA(78)およびR388の T4SS関連遺伝子の直下流に存在する kikA(79)とも低い相同性を示すことか

ら、多くのプラスミドで接合伝達に関わる重要な因子である可能性もある。ただし、pCU1の KikA

とは、(i) N末端に分泌シグナルペプチド配列を有している、(ii)接合伝達に関連するという共通性

がみられる一方で、 (i) kikA領域には 2つの CDSが含まれている点、(ii) KikAは pCU1非存在下

でも Klebsiella属細菌の生育遅延をもたらすという相違点もみられることから、プラスミドによっ

て機能が多様化している可能性が高い。  
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Fig. 5-4 NAH7の Orf34と pCU1の KikA (A)、R388の KikA (B) のアミノ酸配列の比較。赤字部分

は推定シグナル配列。 

  

(A)
NAH7_orf34      MRKQVLAFLATLAFAGVAQAGAQPPTDLSYGENSDEDACGATLC----LLGMSRDGDCDK
pCU1_kikA       MKKLLIPLIAAGSLLYLPASHA-------------EDPCKVIMCMAGKLTGDSGGSECNS
                *:* ::.::*: ::  :. : *             **.* . :*    * * * ..:*:.

NAH7_orf34      YLKRYFSIVKFKHGNFSPSRTAAARGDFVAQCVD------AQDSAKEANDKWGGSRYGF
pCU1_kikA       AEAAFFNIVKKNKHGFLPNHTKDARKAFLNECPDNGEGGSNQSMISQIISKYGKVR--L
                    :*.*** :: .* *.:*  **  *: :* *       *.  .:  .*:*  *  :�

(A)
NAH7_orf34      MRKQVLAFLATLAFAGVAQAGAQPPTDLSYGENSDEDACGATLC----LLGMSRDGDCDK
pCU1_kikA       MKKLLIPLIAAGSLLYLPASHA-------------EDPCKVIMCMAGKLTGDSGGSECNS
                *:* ::.::*: ::  :. : *             **.* . :*    * * * ..:*:.

NAH7_orf34      YLKRYFSIVKFKHGNFSPSRTAAARGDFVAQCVD------AQDSAKEANDKWGGSRYGF
pCU1_kikA       AEAAFFNIVKKNKHGFLPNHTKDARKAFLNECPDNGEGGSNQSMISQIISKYGKVR--L
                    :*.*** :: .* *.:*  **  *: :* *       *.  .:  .*:*  *  :�

(B)
NAH7_orf34      MRKQVLAFLATLAFAGVAQAGAQPPTDLSYGENSDEDACGATLCL---LGMSRDGDCDKY
R388_kikA       MNRKMTVVSASLVGA---------LSLFSQTAKADDWGCQVLLCLSDPRGPTTESECKPP
                *.::: .. *:*. *          : :*   ::*: .* . ***    * : :.:*.  

NAH7_orf34      LKRYFSIVKFKHGNFSPSRTAA-----ARGDFVAQCVDAQDSAKEANDKWGG--------
R388_kikA       IHKLWD--HLRKGKPFPSCAMATNSRTGKRSYAQLVYDPYDPCPDGTKPAGGYIAQSQSA
                ::: :.  ::::*:  ** : *     .: .:.    *. *.. :...  **        

NAH7_orf34      ------------------------------------------------------------
R388_kikA       DRKDWRRLQYAFSTHGRRYDSGGAWNMYEGNGPRACVGNHLGSYSVYRGNDDSNISVQVY
                                                                            

NAH7_orf34      -----------------------SRYGF
R388_kikA       DQVVWQQPQNPRAIDVFIDEAFHHRVRY
                                        *  :�
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Fig. 5-5 IncP-9群プラスミドの orf34周辺配列の比較 
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Fig. 5-6 orf34ホモログの系統樹 
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第 6章  pNIT101を用いた NAH7の接合伝達能の評価  

 

6-1. 緒言 
	 細菌細胞がプラスミドを獲得する過程は、(i)供与菌からプラスミド接合伝達装置を介して受容

菌内に移入する段階と、(ii)受容菌内でプラスミドが複製・維持される段階にわけて考えることが

できる。しかし、「複製・維持」できなくとも、「接合伝達」によりプラスミドが一過的にでも受

容菌内に存在すれば、相同組換えやトランスポゾンの転移などを介して受容菌の遺伝形質に大き

な影響を与えることが可能である。すなわち、細菌が新規遺伝子を獲得する機構を理解する上で

は、「接合伝達」を正しく評価することが重要である。ところが、従来の実験系では接合伝達体の

コロニー形成を指標に「接合伝達」を検出していたために、「接合伝達」しても「複製・維持」さ

れて接合伝達体としてコロニー形成できなければ「接合伝達」が観察できなった。そこで、本章

では複製維持能を考慮せずに、接合伝達能のみを評価することを目的として、広宿主域性プラス

ミドの複製維持装置を持つベクタープラスミドから作製し、oriT 配列を有するために接合伝達機

能をトランスに供給することで接合伝達可能な pNIT101 を用いて「接合伝達」の検討を行った。

具体的には、G7(NAH7K3)(pNIT101)株を供与菌とし、α-、β-、γ-proteobacteriaに属する様々な細菌

株を受容菌とした場合の pNIT101の接合伝達を検討した。本系により複製維持機能を考慮せずに

NAH7の「接合伝達宿主域」の解明が可能になると考えられる。 

 

6-2. 材料及び方法 
6-2-1. 使用菌株・プラスミド、培地及び培養条件  

	 本章で使用した菌株とプラスミドを Table 6-1に示した。培地は LB、1/3LBまたは SOC培地を

用いた。培地の組成は第１章に準じた。寒天平板培地を用いる場合には、寒天粉末を培地に対し

て 1.5% (w/v)で添加した。選択培地には必要に応じてカナマイシン(Km)は 25 µg/ml、ゲンタマイ

シン(Gm)は Burkholderia cenocepaciaに対しては 30 µg/ml、その他の株に対しては 20 µg/ml、テト

ラサイクリン(Tc)は B. cenocepaciaに対しては 150 µg/ml、P. fluorescens、P. aeruginosa、B. multivorans、

B. vietnamiensisに対しては 50 µg/ml、E. coli、P. putida、Sphingobiumに対しては 20 µg/ml、

Sinorhizobium melilotiに対しては 10 µg/ml、Ralstonia solanacearumに対しては 2.5 µg/ml、ストレプ

トマイシン(Sm)は S. melilotiに対して 500 µg/mlとなるように添加した。培養は、30˚Cで行った。

各種菌体を長期的に保存する場合には、培養液に 15%になるように glycerolを加え、-80˚Cで保存

した。 
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Table 6-1. Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

Strain or plasmid Relevant characteristics a Source or reference  

γ- proteobacteria 
  

 E. coli 
  

   DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 D (lacZYA-argF) Φ80lacZΔM15  (44) 
   JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 D(lac-proAB)(F’ traD36 proAB+ lacIqZDM15) (45) 
 P. putida 

  
   KT2440G KT2440::TnMod-OGm ; Gmr This study 
   G7(NAH7K3) G7 derivative harboring NAH7K3 instead of NAH7 This study 
 P. fluorescens  

  
   Pf-5G Pf-5::TnMod-OGm; Gmr (80) 
 P. aeruginosa 

  
   KG2512Gm Km-sensitive and Gm-resistant derivative of PAO1 (80) 

β- proteobacteria   
 Burkholderia 

multivorans       ATCC 17616 Wild-type strain; Gmr (81) 
 B. vietnamiensis 

  
   G4 Wild-type strain (82) 
   G4Gm G4::TnMod-OGm; Gmr This study 
 B. cenocepacia 

  
   J2315 Wild-type strain (83) 
   J2315Gm J2315::TnMod-OGm; Gmr This study 
 Ralstonia solanacearum 

  
   RS1085 Wild-type strain (84) 
   RS1085Gm RS1085::TnMod-OGm; Gmr This study 

α- proteobacteria   
 Sphingobium japonicum 
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   UT26 Wild-type strain (85) 
   UT26Gm UT26::TnMod-OGm; Gmr This study 
 Sphingobium sp. 

  
   MI1205 Wild-type strain (86) 
   MI1205Gm MI1205::TnMod-OGm; Gmr This study 
   TKS 

 

 

Wild-type strain (87) 
   TKSGm 

 

 

TKS::TnMod-OGm; Gmr This study 
Sinorhizobium meliloti 

 

 

 

  
   1021 Wild-type strain; Smr (88) 
Plasmid 

 
 NAH7K3 NAH7Δnic; Kmr This study 
 pTnMod-OGm pMB1 replicon, Tn5 inverted repeat; Gmr (89) 
 pNIT6012 pVS1 derivative; shuttle vector, Mob+ Tcr (49) 
 pNIT101 pNIT6012 carrying a 430-bp oriT region from NAH7 This study 
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プラスミド DNAの調製 (Kitを用いた方法) 

	 大腸菌からプラスミドを回収する場合は LaboPassTM Plasmid Mini (COSMO Genetech)を用いて、

添付の説明書に従って行った。 

 

プラスミドの迅速調製法 

	 基本的な操作は第 1章の方法に準じた。 

 

6-2-2. electroporation法による形質転換法  

	 第１章の electroporation法と同じ操作を行なった。 

 

6-2-3 受容菌株への Gm耐性遺伝子の付与  

	 各種菌株に electroporation法で pTnMod-OGmを導入し、Gm含有培地で耐性株を選択した。 

 

6-2-4. 接合伝達実験  

	 接合実験は、0.45-µm-pore-size cellulose acetate filter (Advantec)を使用し寒天培地上で行った。本

研究では pNIT6012 誘導体の接合伝達を行う際には、Tc 耐性を指標として接合伝達体の選択を行

った。供与菌は G7(NAH7K3)(pNIT101)株および G7(NAH7K3)(pNIT6012)株を使用し、受容菌は

Pf-5G株、KG2512Gm株、ATCC 17616株、G4Gm株、J2315Gm株、RS1085Gm株、UT26Gm株、

MI1205Gm株、TKSGm株、1021株とした。 

	 接合伝達頻度の算出は、供与菌、受容菌、接合伝達体の抗生物質耐性を指標として colony-forming 

unit (CFU)を測定し、接合体/供与菌を算出した。なお、最終的な接合伝達頻度は少なくとも 3 回

の独立した実験から求めた。 

操作 

1.  各株が full-growth に達するまで培養した。なお、UT26Gm、MI1205Gm、TKSGm はプレート

上で培養し、その他の株は液体培養した。 

2.  受容菌を遠心 (10,000 rpm、室温、1分間)し、菌体を集めた。 

3.  1/3LBで 2回洗浄した。 

4.  集菌した受容菌に 1 mlの供与菌を加え、十分に混合した。 

5.  遠心により菌体を集めた。 

6.  １/3LB寒天培地上に filterを置き、そこに 50 µl程度に濃縮した菌液をスポットした。 

7.  30˚Cで 24時間培養した。 

8.  適宜希釈後、プラスミドを保持する受容菌を選択する培地に塗布した。接合伝達頻度を算出す

る際は適宜希釈し、接合伝達体および、供与菌、受容菌の選択培地に 10 µlずつスポットした。 
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9.  30˚Cで数日間培養した。接合伝達頻度は供与菌当たりの接合伝達体の CFUで算出した。 

 

6-3. 結果 
6-3-1 pNIT101の複製維持能の評価  

	 pNIT101は広宿主域性ベクタープラスミド pNIT6012に oriTNをクローニングしたプラスミドで

ある。pNIT101は pVS1の複製起点 oriVを有しており、多くのプロテオバクテリア(Pseudomonas、

Agrobacterium、Rhizobium、Burkholderia、Aeromonas、Comamonas)で複製維持できる(49)。NAH7

の接合伝達能の評価に先立ち、受容菌として用いる α-、β-、γ-proteobacteria のいずれかに属する

計 11株(Table 6-2) で pNIT101が複製維持可能か検討した。electroporation法で各株に pNIT101を

導入し、Tc を添加した 1/3LB 培地で培養した。その結果、検討したすべての株が Tc 含有培地で

コロニーを形成した。また、各株由来の Tc 耐性株が pNIT101 を保持していることをプラスミド

精製およびアガロースゲル電気泳動で確認した。 

 

6-3-2 NAH7の接合伝達能の評価  

	 前項で pNIT101 が複製維持可能であることを確認した 11 株を受容菌として、供与菌

G7(NAH7K3)(pNIT101)株からの pNIT101の接合伝達頻度を測定した。またネガティブコントロー

ルとして供与菌を G7(NAH7K3)(pNIT6012)株とした場合の pNIT6012 の接合伝達頻度も検討した

(Table 6-2)。その結果、TKSGm株以外の受容菌株で接合伝達体が得られたが、ネガティブコント

ロールでは全ての受容菌株で接合伝達体は得られなかった。得られた接合伝達体が pNIT101を保

持していることをプラスミド精製およびアガロースゲル電気泳動で確認した。 

 

6-4. 考察 
6-4-1. NAH7の接合伝達能の検討  

	 自己伝達性プラスミドは自然生態系でおこる水平伝播の代表的な機構のひとつとして、生物の

多様な環境への適応進化において重要な役割を担うと提唱されているが、接合伝達宿主域の評価

は不十分である。評価が行われた例においても、従来の実験系では接合伝達後の複製・維持機能

も含む宿主域が評価されている場合が多く、受容菌内に接合伝達されても複製できないプラスミ

ドも見出されていることを考慮すると、接合伝達宿主域が正しく評価されているとは言い難い。 

	 プラスミドがその複製・維持システムが機能しない菌体細胞内に接合伝達した場合、娘細胞に

プラスミドが分配されず、一過的にだけ細胞内に存在することになる。しかし、たとえ一過的で

あっても受容菌細胞内に存在すれば、受容菌の遺伝形質に大きな影響を与えることが可能である。

例えば、プラスミド上のトランスポゾンの転移や、プラスミドとゲノムの間の相同組換えによっ

て、プラスミド上の遺伝子の一部あるいは全部が、受容菌ゲノム中に組み込まれている可能性が
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ある。また、Retrotransferを行うことができるプラスミドの場合は受容菌ゲノムから遺伝情報を獲

得した後に、供与菌に transfer されることで供与菌側の遺伝形質に大きな影響を与える。実際に、

接合伝達性を有するが、複製維持システムが狭宿主域であるプラスミドは多く存在し、これらプ

ラスミドは芳香族化合物分解遺伝子や抗生物質耐性遺伝子等をトランスポゾン上に有しているこ

とがある(90)。 

	 これらのことから、「接合伝達宿主域」を「複製・維持」と切り離して理解することは細菌が

新規遺伝子を獲得する機構を理解する上で重要である。また、プラスミドの接合伝達性宿主域は

プラスミドごとに異なる(91, 92)が、この宿主域を規定している因子はプラスミド（供与菌）側と

受容菌側の両者共に不明であり、このような因子の解明のためにも純粋な「接合伝達宿主域」を

評価できる系の構築が必要である。そこで本章では、NAH7の oriTを広宿主域性の複製・維持能

を持つベクターにクローニングしたプラスミド pNIT101を用いて「接合伝達宿主域」を「複製宿

主域」と区別して評価する系を構築した。 

	 NAH7 は γ-proteobacteria 間で接合伝達される一方で、β-proteobacteria と α-proteobacteria への接

合伝達は確認されていなかった(40)が、本研究で NAH7 の接合伝達装置を介して pNIT101 が

TKSGm株を除く α-、β-、γ-proteobacteriaに属する多くの細菌株への接合伝達が観察された。この

結果は、NAH7の「接合伝達宿主域」が広宿主域であることを示すと共に、これまで NAH7の α-、

β-proteobacteria への「接合伝達」が観察されなかった理由が、その「複製宿主域」の狭さに起因

することを強く示唆する。 

	 TKSGm株は electroporationで導入した pNIT101を複製維持可能であったが、接合実験では接合

伝達体が得られず、NAH7の接合伝達装置が TKSGm株に機能しないことが示唆された。一方で、

pNIT101は RP4の接合伝達装置を介して TKSGm株へと接合伝達された(data not shown)。この現

象を司る機構として現段階では様々な可能性が考えられるが、例えば、TKS株が(i) NAH7の接合

伝達に必要な因子を欠損している、(ii) NAH7の接合伝達を阻害する因子を発現している可能性が

ある。これら因子を同定するためは、受容菌側からのアプローチとして、(a) TKS株のトランスポ

ゾン挿入突然変異ライブラリーから受容可能な株を取得すること、(b) TKS株と類縁かつ受容可能

な株である UT26株のゲノムライブラリーを導入した TKS株集団から受容可能な株を取得するこ

と、また、NAH7 側からのアプローチとして、NAH7 上へトランスポゾン等により突然変異を導

入し、TKS株へ接合伝達可能になった NAH7誘導体を取得することが考えられる。このようにし

て同定される因子は、個別的な事例に留まらず、接合伝達宿主域を規定する普遍性の高い因子で

ある可能性が高く、自然環境での水平伝播機構の飛躍的理解に繋がると期待できる。 

 

  



 

 130 

Table 6-2 Mobilization of pNIT101 to various bacterial strains a 

Recipient strain 
Mobilization frequency 

pNIT6012 pNIT101 

 P. putida KT2440Gm <1.1 x 10-8 3.6 x 10-3 

 P. fluorescens Pf-5G <4.0 x 10-8 4.8 x 10-4 

 P. aeruginosa KGG <3.5 x 10-8 1.4 x 10-4 

 B. multivorans ATCC17616 <3.5 x 10-8 5.8 x 10-4 

 B. vietnamiensis G4Gm <3.6 x 10-8 1.5 x 10-4 

 B. cenocepacia J2315Gm <3.6 x 10-8 7.6 x 10-5 

 R. solanacearum RS1085Gm <3.8 x 10-8 3.8 x 10-6 

 S. japonicum UT26Gm <2.9 x 10-8 1.0 x 10-6 

 Sphingobium sp. MI1205Gm <3.3 x 10-8 2.4 x 10-5 

 Sphingobium sp. TKSGm <4.3 x 10-9 <4.4 x 10-9 

 Sinorhizobium meliloti 1021  <5.6 x 10-8 1.4 x 10-3 
a Mobilization of pNIT6012 and pNIT101 from P. putida G7(NAH7K3) to the recipient strain was 

investigated by selecting the TcrGmr or TcrSmr transconjugants. Mobilization frequency is expressed by the 

number of transconjugants per donor cell, and the mean value was obtained from at least three independent 

experiments. 
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総合考察  

	 プラスミドの接合伝達は自然生態系で起こる水平伝播の代表的な機構のひとつとして、生物の

多様な環境への適応進化の重要な役割を担い、新規機能が細菌コミュニティに素早く行き渡るた

めにも重要な機能を果たしていると考えられる。これまでの接合伝達の研究で、特定のプラスミ

ドに関して ssDNAの生成過程や接合対の構造などに関して多くの研究が行われてきた(21)。一方
で、プラスミドの接合伝達開始シグナルや接合伝達宿主域を規定する因子などは未だ不明であり、

接合伝達の鍵酵素である relaxaseの機能も十分に解明されているとは言い難い。そもそも、接合
伝達に必要十分な全遺伝子が同定されてはおらず、未知の必須遺伝子の存在も示唆されている。

NAH7においても、本研究に先立ち、現在提唱されている接合伝達システムモデル上にない遺伝

子群 traDEFオペロンが接合伝達に重要なことが示されていた(40)。 

	 本研究では NAH7の接合伝達機能に関する包括的理解を目指し、まず、NAH7の接合伝達の基

本因子である oriT と relaxase の同定と解析を行なった。次に、機能未知だが接合伝達に重要な

traDEFオペロンの転写制御機構に関する研究を行なった。これら結果を踏まえて NAH7の全接合

伝達関連遺伝子の解明を目指した研究を行い、新規接合伝達必須遺伝子を見出した。さらに、

NAH7の「複製・維持」と区別した「接合伝達宿主域」を評価し、NAH7が多くのプロテオバク

テリアに水平伝播可能なことを明らかにした。 

 
	 第 1章と第 2章では、NAH7の oriTと relaxaseの同定と解析を行なった。配列情報の既知情

報との比較から traA-traD間が oriT、traCが relaxase遺伝子と推定し、それぞれが当該機能を
有していることを実験的に示した。oriTNの deletion解析や nic siteの同定から得られた知見を基
に、oriTNと oriTR388の比較を行なったところ、これら 2つのプラスミドは同じMOBF群に属す

るにも関わらず、相同性が低くく、oriTR388に存在する接合伝達関連タンパク質結合領域も oriTN

には保存されていなかった。また、nic siteも一塩基のズレがあった。TraCは同一レプリコン上の

同方向に存在する 2つの oriTN間で部位特異的組換えを触媒する性質を有しており、加えて oriTN

と塩基配列がかなり異なる pWW0由来の oriTW間の部位特異的組換えも触媒した。さらに、oriTN、

oriTWをそれぞれ有する pNIT101と pNIT201は、NAH7、pWW0いずれの接合伝達関連遺伝子によ

っても接合伝達可能であった。これまで、接合伝達システムの機能互換性については relaxaseを

含む接合伝達装置と oriTの間には高い特異性があるとされていたが、本研究では相同性が比較的

低い(アミノ酸配列レベルで 74%程度) NAH7と pWW0の接合伝達システムの機能互換性があると

いう新規性の高い知見を得た。 

 

	 第 3章では、第 1章で relaxaseとして同定した TraCがコファクターとして用いる金属イオン
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の種類によって、nickを導入する塩基配列の特異性が変化することを本研究で確立した nicking 

assay法で示した。TraCの塩基配列特異性はMn2+をコファクターとした際に低下し、本来の nic site

以外に nickを導入する Star nick活性を示したが、この特異性の緩みは relaxaseが oriT以外の配列

を認識して受容菌へ DNAを輸送できる可能性を提示している。実際、nic siteの 5’末端側とよく

似た配列は、NAH7の oriT以外の領域や P. putida KT2440株の染色体上に存在しており、relaxase

が Mn2+をコファクターとした場合にこれらの領域から接合伝達を開始できるのかもしれない。

R388の relaxaseである TrwCは nickの導入に 2つのチロシン残基を用いることが知られてお

り、TraCのアミノ酸配列にもこの 2つのチロシン残基が保存されていた。このような活性中心
付近の構造変化を検討することで、TraCが示した Star nick活性の機構解明が可能であると考え
られる。また、この Star nick活性が TraC以外の relaxaseおよび HUH endonuclease family

タンパク質で普遍的な現象であるかを明らかにする必要がある。 

 
	 第 4章では、TraDが traDEFオペロンの転写を抑制することを明らかとした。TraDは traDEF

オペロンの traD の開始コドン上流領域の約 100 bp の領域に結合したので、この結合が本オペロ

ンの転写を抑制していると示唆された。TraDがこの 100 bpのどの領域により強く結合するかを明

らかにすることはできなかったが、開始コドン直上流の領域に優先的に結合し、TraDの分子数が

増えるにつれて上流の転写開始点方向に向かうように結合しているのではないかと考えている。

このような結合様式の場合、翻訳量が一定レベルを超えなければ、転写が抑制されない。traDEF

オペロンのプロモーターは他の接合伝達関連オペロンのものと比べて高いプロモーター活性を有

すことが先行研究で判明しており(40)、接合伝達を効率的に行うためには比較的多くの TraD や

TraE、TraF が必要なのかもしれない。一方で、TraE と TraF の機能は未知である。これらタンパ

ク質についても生化学的な解析などを実施したが、理解を進める結果は得られなかった。 

 
	 第 5章では、新規接合伝達必須遺伝子 orf34を同定し、その解析を行った。λ-Red recombination 

systemを用いて既知の３つの接合伝達関連オペロン以外を大規模欠失した NAH7誘導体を複数作

製し、これらの接合伝達能を検討した。その結果と相補実験の結果を併せて、新たな接合伝達必

須遺伝子として orf34を同定した。orf34のホモログは NAH7が属する IncP-9群プラスミドで高度

に保存されているのみならず、相同性は低いものの他のいくつかのプラスミドでも保存されてお

り、様々なプラスミドの接合伝達に共通した重要な役割を担っている可能性がある。orf34は mpf
オペロンの直下流に存在し、mpf遺伝子群と同一の転写単位である結果も得られたが、タンパク
質間の相互作用を検出する BACTH systemではOrf34と検討した T4SS関連タンパク質とに相互作

用は認められなかった。Orf34が Mpfシステムと Dtrシステムのどちらで機能しているのか、あ

るいはこれら以外の接合伝達に必須なシステムが存在するのか、更なる解析が必要である。例え
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ば、NAH7Δ34保持株で TrIP解析を行えば、Orf34が不在の場合に ssDNAが T4SSのどのコンポ

ーネントまで輸送されるか判明し、Orf34の機能解明に繋がるかもしれない。 

 

	 第 6章では、NAH7の「接合伝達宿主域」を「複製宿主域」と区別して評価する系を構築した。

本研究以前の研究では、NAH7はγ-proteobacteria株間で接合伝達される一方で、β-proteobacteria

とα-proteobacteria株への接合伝達は確認されていなかったが、本系を用いることで、NAH7の oriT

を有する pNIT101が NAH7の接合伝達装置を介してα-とβ-proteobacteriaに属する多くの株へ接

合伝達可能であることが示された。さらに、α-proteobacteria に属する近縁の 2 株で、一方が

pNIT101 を接合伝達で受容するが、他方ができない現象を見出した。本現象の機構を解明するこ

とで、接合伝達の宿主域決定機構に関する重要な知見が得られると期待できる。 

 

	 以上の研究から、(i) NAH7の oriTと relaxaseを同定し、さらに、異種プラスミド間で接合伝
達関連因子の相互置換が可能であることを示した。また、relaxaseはコファクターとする金属イ

オンの種類によって塩基配列特異性が変化する、という新たな知見を提示した。(ii) traDEFオペ
ロンの転写が TraDの traD上流配列への結合によって抑制されていることを示した。さらに、(iii) 
NAH７の新規接合伝達必須遺伝子を見出した。本遺伝子ホモログは他のプラスミドにも存在し、

接合伝達に関わる新規システムの存在が示唆された。また(iv)「接合伝達宿主域」を「複製宿主域」
と区別して評価する系を構築し、NAH7が従来考えられていたより多様な細菌細胞に水平伝播可
能であることを提示した。 
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