
 

 

巨大都市を流れる多摩川流域で薬剤耐性遺伝子を伝播しうる 

プラスミドの同定とその伝播経路の解明 

 

 

 

 

２０２１年 

 

 

 

 

新谷 政己 

 

共同研究者 

道羅 英夫  

森内 良太  

  



 

目次 
はじめに ～本研究の背景と目的～ ....................................................................................... 2 

１ 多摩川の河川底泥からの広宿主域プラスミドの取得とその性質の比較 ................................ 3 

１-１ 緒論  ......................................................................................................................... 3 

１-２ 実験方法と材料 ........................................................................................................ 3 

１-２-１ 試薬・試料 ......................................................................................................... 3 

１-２-２ 菌株とプラスミド.................................................................................................. 3 

１-２-３ 環境試料 ........................................................................................................... 3 

１-２-４ 培地................................................................................................................... 6 

１-２-５ プラスミドキャプチャリング ................................................................................... 6 

１-２-６ PCR によるプラスミドグループの判別 ................................................................. 6 

１-２-７ プラスミド抽出による接合完了体のプラスミド保持の検出 ..................................... 7 

１-２-８ プラスミドの全塩基配列解読 ............................................................................... 9 

１-２-９ プラスミドの系統分類学的解析 ........................................................................... 9 

１-２-１０ PCR-サザンブロット解析 .................................................................................. 9 

１-３ 実験結果と考察 ....................................................................................................... 10 

１-３-１ プラスミドキャプチャリングの結果 ...................................................................... 10 

１-３-２ 取得したプラスミドの全塩基配列の決定 ............................................................ 10 

１-３-３ IncP-1 群プラスミドの系統学的解析 ................................................................. 11 

１-３-４ PromA 群プラスミドの系統学的解析および比較ゲノム解析 ............................... 20 

１-３-５ 種々のプラスミドの分布調査 ............................................................................. 20 

１-４ 本章の総括と今後の課題 ......................................................................................... 22 

２ 多摩川に存在するプラスミドの宿主域比較 ................................................................................ 23 

２-１ 緒論 ........................................................................................................................ 23 

２-２ 実験方法と材料 ....................................................................................................... 23 

２-２-１ 試薬・試料 ........................................................................................................ 23 

２-２-２ 培養条件 ......................................................................................................... 23 

２-２-３ 使用菌株とプラスミド ........................................................................................ 23 

２-２-４ 環境サンプル ................................................................................................... 23 

２-２-５ 環境試料中の微生物群集との接合実験 ............................................................ 23 

２-２-６ FACS を用いた接合完了体の取得と同定 .......................................................... 25 

２-２-７ 接合完了体の同定および遺伝子型の解析 ........................................................ 25 

２-２-８ 環境試料からの DNA 抽出と菌叢解析 .............................................................. 25 

２-３ 実験結果および考察 ................................................................................................ 27 

２-３-１ 環境試料中の微生物群集との接合実験で取得した接合完了体 ......................... 27 

２-３-２ 多摩川から採取した試料の菌叢解析 ................................................................ 28 

２-４ 本章の総括と今後の課題 ......................................................................................... 33 

３ 本研究のまとめ ................................................................................................................ 34 

報告書以外の成果公表 ........................................................................................................ 35 

参考文献 ............................................................................................................................. 36 

 

 

 

 



 

2 

 

 

はじめに ～本研究の背景と目的～ 

 

 2020 年の新型コロナウイルス COVID-19 による感染症の拡大は，我々の日常生活を大きく

変え，まさに「世界が一変」してしまった．パンデミックから 1年が経つ 2021年 3月になっても，

その問題の深刻さはさほど変わりがないようにさえ思える．この問題を深刻にしたのは，病気を

引き起こすウイルスに対して，有効な治療薬がなかったことである．しかし，このような事態が訪

れることは，原因が細菌かウイルスか，という違いはあるにせよ，2015 年以降，世界保健機構

（WHO）が警鐘を鳴らし続けていたのである．それは，これまで効果のあった複数の抗生物質

が効かない多剤耐性菌が出現・蔓延することで，有効な治療薬がなくなってしまうと予測され

ていたからだ．この多剤耐性菌による感染症の拡大は，サイレントパンデミックとよばれ，新型

コロナウイルスと同様，対策を講じるべき喫緊の課題である．ヒト臨床株の研究から，こうした多

剤耐性菌の出現・蔓延には，プラスミドという DNA 因子が寄与することが知られている．プラス

ミドは，種々の異なる微生物間を接合伝達によって移動可能な遺伝因子であり（Figure A），薬

剤耐性遺伝子群を搭載するものを薬剤耐性プラスミドという．プラスミドは，それが細菌内で複

製・維持されるために必要な遺伝子群の類似性によって不和合性群というグループに分類さ

れる．薬剤耐性プラスミドは，IncA/C，IncB/O, IncF, IncG/U，IncH, IncI, IncK，IncL/M，

IncN，IncP，IncQ, IncRなど，既知の不和合性群に属するほとんどのプラスミドが該当する． 

近年，薬剤耐性菌やその耐性遺伝子は，病院内のみならず，多摩川を含む河川流域（浦

野ら，2013）や，我々が食する野菜からも発見されている(Blau et al., 2018; Hölzel et al., 2018)．

これは，我々の生活に密着した環境中でも，薬剤耐性遺伝子が伝播していることを示唆するも

のであり，その実態を知ることは多剤耐性菌の蔓延を防ぐ上で重要である．しかし，ヒト臨床株

由来の薬剤耐性プラスミドが，実際の環境中で伝播するのか，またどの細菌間を伝播可能な

のかを調べた研究例は極めて少ない．また，実際の環境中には，多剤耐性菌の出現を促す，

ヒト臨床株で見出されたものとは別のプラスミドが存在する可能性もある．多剤耐性菌の出現

や蔓延を防ぐためには，薬剤耐性プラスミドの動態を追跡し，排除するべき対象プラスミドや，

当該プラスミドをもつ細菌，そのプラスミドを受け取ることが可能な細菌（群）の種類を明らかに

することが非常に重要である．そこで，本研究では，東京という巨大都市を流れ，抗生物質濃

度が比較的高いレベルにある多摩川を対象に，その流域で薬剤耐性遺伝子の伝播を担うプ

ラスミドを同定し，その分布と伝播経路を解明することを目的とした． 

 

Figure A．プラスミドの接合伝達． 

接合伝達性プラスミドは種々の細菌間を接合伝達によって移動し，受容菌の形質を大きく変える

（接合完了体）． 
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１ 多摩川の河川底泥からの広宿主域プラスミドの取得とその性質の比較 
１-１ 緒論  

本章では巨大都市を流れる多摩川に，薬剤耐性遺伝子を伝播しうるプラスミドが存在するのかどう

か検証し，同定を行うために，プラスミドを収集することとした．収集には，プラスミドの自己接合

伝達能を利用する，プラスミドキャプチャリングと呼ばれる方法を用いた．本手法は，あらかじめ

受容菌を準備し，環境試料由来のプラスミドの接合伝達能と，プラスミド上の薬剤耐性遺伝子を

マーカーとしてプラスミドを収集する二親接合と，受容菌の他に，中間供与菌を準備し，環境由

来のプラスミドの自己伝達能のみを利用する三親接合による方法がある (Smalla et al., 2000)．

いずれの方法でも，得られるプラスミドは，分離源となる環境試料内で接合伝達能をもつものに

限られる．二親接合の指標には，古くから用いられてきた抗生物質であるテトラサイクリンと，グラ

ム陰性の多剤耐性菌に対して「最後の切り札」として用いられるコリスチン（CL）を用いた．また，

三親接合には，pBBR1という可動性プラスミド（自己伝達能をもつプラスミドの存在下のみ伝達

可能なプラスミド）をもつ中間供与菌を準備した．多摩川の試料としては，異なる季節に上流か

ら下流の6箇所から河川水と底泥を同時に採取して用いた．また，対照として，全国各地の他

の水環境試料も同時に用いた． 

 

１-２ 実験方法と材料 

１-２-１ 試薬・試料  

実験に使用した試薬は，試薬品特級の「生化学・分子生物学用」のグレードのものを使用し，特に記

載のない限りそのまま使用した． 

 

１-２-２ 菌株とプラスミド 

本研究で使用した菌株とプラスミドを Table 1-1に示す．受容菌として Rif耐性，Gm耐性，

GFP遺伝子を有する Pseudomonas resinovorans CA10dm4RGFP，または Rif耐性，Km耐

性，GFP 遺伝子を有する Escherichia coli MG1655RGFPを使用した． 

P. resinovorans CA10dm4GFP を受容菌とした三親接合では既知の可動性プラスミドとして 

Km耐性を持つ pBBR1MCS-2を使用し，これを保持する中間供与菌として E. coli DH5αを使

用した．接合完了体は Rif耐性，Gm耐性，Km耐性，GFPによる蛍光により選抜した．二親接

合では Tc 耐性遺伝子をもつプラスミドの取得を目指し，Rif耐性，Gm耐性，Km耐性，GFPに

よる蛍光により選抜した． 

E. coli MG1655RGFP を受容菌とした系では可動性プラスミドとして Gm耐性を持つ

pBBR1MCS3を，これを保持する中間供与菌としてを E. coli JM109株を使用した．接合完了

体は Rif耐性，Km耐性，Gm耐性，GFPによる蛍光により選抜した．以下に本章で使用した菌

株とプラスミドを示す． 

 

１-２-３ 環境試料 

本実験では以下のように全国各地（Fig. 1-1）から採取した河川水，湖水，底泥， 土壌，活性

汚泥などの 97 種類の環境試料を使用した（多摩川以外の環境試料の採取場所について

は，プラスミドを得られた箇所の情報のみ後述のTable 1-4と1-5に示す）． 
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Table 1-1 本章で使用した菌株とプラスミド 

Bacterial strain or 

plasmid 
Relevant characteristic(s) 

Source or 

reference(s) 

Bacterial strains   

Escherichia coli   

MG1655 Type strain BRC-JCM 

MG1655RGFP MG1655R, miniTn5(Km) PA1/O4/O3 gfp-

mut3* was inserted into the chromosome 

(Kmr, Cmr) 

This study 

JM109 F’ [traD36, proAB, lacIq, lacZΔM15], 

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK- 

mK+), e14- (mcrA-), supE44, relA1, Δ(lac-

proAB) 

(Sambrook and 

Russell, 2001) 

DH5α F−, φ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF) U169, 

deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK
− mK

+), 

phoA, supE44, λ−, thi-1, gyrA96, relA1 

RBC Bioscience 

Pseudomonas 

resinovorans 

  

 

CA10dm4RGFP 

CA10dm4R, miniTn7(Gm) PA1/O4/O3-gfp-

mut3* was inserted into chromosome 

(Gmr,Cmr) 

(Yanagiya et al., 

2018) 

Plasmid   

 

pBBR1MCS-2 

Kmr, lacZα mob; compatible with IncP, 

IncQ, and IncW plasmids 

(Kovach et al., 1995) 

 

pBBR1MCS-3 

Tcr, lacZα mob; compatible with IncP, 

IncQ, and IncW plasmids 

(Kovach et al., 1995) 
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Figure 1-1 本章で使用した環境試料の採取箇所． 

（上）全国，（下）多摩川（東急財団から提供された図を一部改変）．  
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１-２-４ 培地 

培地は， Lysogeny-Broth（LB）培地（Sambrook and Russell, 2001）および R2A 寒天培地

（Difco）を使用した．また，寒天培地を作る際には Agar（Wako）を 1.5%（w/v）となるように添加

した．また，選択培地には，濾過滅菌した抗生物質を添加した．カビの生育を防止するため，

必要に応じて cycloheximide（CHX）を添加した．以下に，LB 培地の組成，R2A 培地の組成，

各抗生物質の略称，溶媒と終濃度（mg/L）を示す．リファンピシン（Rif，溶媒：dimethyl 

sulfoxide，50），ゲンタマイシン（Gm，溶媒：水，30），カナマイシン（Km，溶媒：水，50），テトラ

サイクリン（Tc，溶媒：50% エタノール，12.5），コリスチン（CL，溶媒：水，4），シクロヘキシミド

（CHX，50%エタノール，100）．なお，菌体の懸濁には，PBS（リン酸緩衝生理食塩水）を用い

た．  

 

１-２-５ プラスミドキャプチャリング 

三親接合および二親接合による環境中からのプラス三とキャプチャリングには，P. 

resinovorans CA10dm4GFP，またはEscherichia coli MG1655RGFPを受容菌として用い，以下

の手順で行った． 

①中間供与菌と受容菌を，抗生物質を含む 5 mLの LB培地で，振とう培養（180 rpm, 30°C，

overnight）した． 

②培養後の菌液をそれぞれ遠心（13,000×g, 1 min）により集菌し，上清を捨てた． 

③集菌後の菌体を 1.0 mL のPBSに懸濁し，遠心（13,000×g, 1 min）により集菌し，上清を捨

てた． 

④菌体を500 µL の液体LBに懸濁し，50 mL遠沈管に加え，混合した． 

⑤環境試料5 gを10 mLのPBSに懸濁し，30 min静置した． 

⑥静置後の環境試料の上清（微生物画分）5 mLを，④の遠沈管に加えて混合した． 

⑦数回の遠心（13,000×g, 1 min）により集菌後， 菌体を350 µLの液体LBに懸濁した． 

⑧⑦の懸濁液300 µLを，CHXを含むR2A培地上の0.2 µmメンブレンフィルター

（ADVANTEC）上に滴下し，静置（30°C, 48 h もしくは 37°C, 24 h）して接合させた． 

⑨ フィルター上の菌体を3.0-5.0 mLのPBSに懸濁した後，10倍ごとの段階希釈を行い，抗生

物質を含む（CHX も含む）LB寒天培地に塗布して，培養（30°C, 48 hまたは37°C, 24 h） した． 

⑩ トランスイルミネーター（ビーエム機器）を使用し，GFPに由来する緑色蛍光を示すコロニー

を分離対象として，その後の遺伝子解析に供した． 

 

１-２-６ PCR によるプラスミドグループの判別 

得られた接合完了体と推定された菌株から全DNAを抽出（Shintani et al., 2014の方法）し，

PCR 解析を行うことでプラスミドグループの判別を試みた．PCR 解析には，特定のプラスミド

グループを特異的に増幅させるプライマーセットを用いて PCR を行い，得られたプラスミドが

属するプラスミドグループを検証した． 

PCRにはTAKARA Ex Taq® GXL（TAKARA BIO）もしくは KOD One™ PCR Master Mix（東

洋紡）を用いた．以下に，PCR 条件および使用したプライマーセットについて示す．また，

PCRの条件も以下に示す．PCR 産物は，1%アガロースゲル（ナナカライテスク，アガロース 

ME）を用い，100 V，30 min（1×TAE バッファー）または 135 V，20 min（0.5×TAE バッファ
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ー）の条件で電気泳動して確認した． 

(i) Ex Taq を使用した IncPromA を検出する PCR の反応条件：96°C，3 min，（96°C，45 

sec，57°C，1 min，72°C，1 min），72°C，7 min，15°C hold．カッコ内を35サイクル繰り返した． 

(ii) PrimeSTAR を使用した IncP-1αβε，IncP-1δ，IncP-1γ を検出する PCR の反応条件：

98°C，30 sec，（98°C，20 sec，67°C，20 sec，72°C，30 sec），72°C，5 min，15°C hold．カッコ内

を30サイクル繰り返した． 

(iii) PrimeSTAR を使用した pSN1216-29 を検出する PCR の反応条件：（98°C，10 sec，

55°C，15 sec，68°C，1 min），15°C hold．カッコ内を30サイクル繰り返した． 

(iv) KOD one を使用した IncP-1αβε，IncP-1δ，IncP-1γ を検出する PCR の反応条件：

（98°C，10 sec，67°C，5 sec，68°C，1 sec），15°C hold．カッコ内を30サイクル繰り返した． 

(v) KOD one を使用した pSN1216-29，IncA/IncC，IncL/IncM，IncU，IncW 群プラスミド

を検出する PCR の反応条件：（98°C，10 sec，55°C，5 sec，68°C，1 sec），15°C hold．カッコ

内を30サイクル繰り返した． 

(vi) KOD one を使用した IncPromA 群プラスミドを検出する PCR の反応条件：（98°C，10 

sec，60°C，5 sec，68°C，1 sec），15°C hold．カッコ内を30サイクル繰り返した． 

 

１-２-７ プラスミド抽出による接合完了体のプラスミド保持の検出 

取得した接合完了体候補株のうち，どのプライマーセットを用いたPCRでも増幅が検出され

なかったサンプルについて，プラスミド DNA を抽出後，電気泳動を行った．プラスミド抽出

はKa & Tiedjeの手法 (Ka and Tiedje, 1994) を一部改変して行った． 

① 各接合完了体を，抗生物質を含む液体LB培地で培養し，培養液1 mLを集菌した． 

② 菌体を100 mLの超純水に懸濁し，250 µLのlysing solution（組成は下に示す）を加え，穏

やかに転倒撹拌して， 室温で15 min静置した． 

③ 80°C，2 minインキュベート後，フェノール/クロロホルム（ニッポンジーン）を350 µL加え，チ

ューブを横にして一晩室温静置した 

④ 遠心（15,000 rpm, 4°C, 20 min）した後，上清を新しい1.5 mLチューブへ移し，これをプラス

ミドDNA 溶液として使用した． 

※Lysing solutionは10% SDS solution（ニッポンジーン）と1 M tris-HCl(pH 8.0)（ナカライテスク）

をそれぞれ終濃度30%（v/v），5%（v/v）となるように混合し，2 Nの NaOHでpH 12.6となるように

調製し，蒸留水で希釈したものを使用した． 
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１-２-８ プラスミドの全塩基配列解読 

取得したプラスミドの全塩基配列の解読は，NucleoSpin® 96 Tissue（TAKARA BIO）を使用し

て抽出した接合完了体の全DNAについて，Hiseq（illumina）を用いたショットガンシーケンス解

析にて行った．アッセンブルは SPAdes (Bankevich et al., 2012) を用いて行い，アッセンブル

後に一本になった配列末端のオーバーラップを重ね合わせて環状化した．アノテーションは

DFAST (Tanizawa et al., 2018) を用いて行った．  

 

１-２-９ プラスミドの系統分類学的解析 

全塩基配列を決定したプラスミドのうち，IncP-1群プラスミドとIncPromA群プラスミドの系統樹

を作製し，系統分類学的解析を行った．IncP-1群プラスミドの系統樹の作製は，各サブグルー

プ数本の既知のIncP-1群プラスミドを使用し，プラスミドの複製開始タンパク質をコードする

trfA，relaxaseをコードするtraI，IncP-1群プラスミドに共通に保存されている遺伝子を連結させ

た配列を用いた．IncPromA群プラスミドの系統樹作製には，現在までに塩基配列が決定され

ているIncPromA 群プラスミドを使用し，保存遺伝子を連結させた配列を用いた．系統樹の作

製には，MEGA7（Molecular Evolutionary Genetics Analysis）(Kumar et al., 2016) を使用し

た．ClustralW programによってmultiple alignmentを行った後，ML（maximum likelihood）法を用

いて系統樹を作製した．Bootstrap値は1000とした．  

 

１-２-１０ PCR-サザンブロット解析 

 各プラスミドの分布を調査するには，PCR-サザンブロット解析を行った．上述したプライマー

セットに加え，検出用プローブを作製するため，各種プラスミドに特異的な配列を増幅する

PCRを行った．その後，PCR増幅産物から，DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I（ロシュ）を使用してプローブを作製した． 

 環境試料中の微生物群集からのDNA抽出は，DNeasy Power Soil Kit（QIAGEN）を用いて

行った．得られたDNAを鋳型として，各プラスミドに特異的なプライマーセットで増幅後，アガ

ロースゲル電気泳動を行った．その後，ゲル内のDNAを，ポジティブチャージナイロンメンブレ

ン（GEヘルスケア・ジャパン株式会社)に，VacuGene XL Vacuum Blotting System（GEヘルス

ケア）を使用して転写した．サザンブロット解析は，Merck社のDIGシステム（DIG-High Prime 

DNA Labeling and Detection Starter Kit II，Merck）を利用し，製品のマニュアルに従って行っ

た． 
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１-３ 実験結果と考察 

１-３-１ プラスミドキャプチャリングの結果 

各環境試料から単離まで行った接合完了体数，既存のプライマーセットを用いた PCR，プラ

スミドの有無の判別結果を Table 1-3に示す．また，いずれのプライマーセットでも PCR産物を

検出できなかったサンプルに対しては，プラスミドの有無をプラスミド抽出後の電気泳動によっ

て判別した．その結果，多摩川からの 18 試料を含む 97 種類の環境試料から，自己伝達性プ

ラスミドを保持すると推定される接合完了体 1156 株の単離に成功した（Table 1-3）．得られた

接合完了体に対し，既知のプラスミド配列から設計したプライマーを用いて PCR，電気泳動を

行い，増幅産物が得られるかどうか検証した． 

IncP-1群プラスミドを保持すると推定される接合完了体は底泥（湖，河川，池，海），活性汚

泥，土壌など，27種類の様々な環境試料から162株が取得された．またPromA群プラスミドに

ついても，底泥（湖，河川），活性汚泥，土壌等，19種類の環境試料から212株が取得された．

どちらのプラスミドも，受容菌の種類（P. resinovoransかE. coli）に依らずに取得された一方で，

PromA群プラスミドは，ほぼすべてが三親接合で取得され，二親接合で取得されたものは 

213株中1株のみであった（Table 1-3）． 

なお，これ以外のプラスミドとして，以前に見出した新規性の高いプラスミド，pSN1216-29に

類似したプラスミド (Yanagiya et al., 2018) や，薬剤耐性遺伝子をもつことが知られるIncA群

またはIncC 群，IncN群プラスミドを保持すると推定された接合完了体が，それぞれ2株（三親

接合），2株（二親接合），14株（二親接合）取得された．一方，IncL群プラスミド，IncM群プラス

ミド，IncW群と推定されるプラスミドは本実験では得られなかった（Table 1-3）．さらに，いずれ

のプライマーセットでも増幅産物を検出できなかった618株の接合完了体（Table 1-3）のうち，

121株からプラスミドが検出された．これら121株は，調べた既知のプラスミドとは異なるプラスミ

ドを有すると考えられた．なお，残りの432株からはプラスミドを検出できなかった．これは，その

単離中にプラスミドを脱落してしまったか，接合時に可動性プラスミドのみが受容菌に伝達し，

自己伝達性プラスミドが接合伝達しなかった菌株であると考えられた． 

また，コリスチン耐性を指標に行った二親接合によるプラスミドキャプチャリングでは，プラス

ミドを得ることはできなかった．さらに，コリスチン耐性菌のスクリーニングも試みたが，耐性菌を

得ることはできなかった（詳細なデータは示さない）．これらのことは，多摩川にはコリスチン耐

性菌が検出できるほどには存在しないことを示唆していた． 

 

１-３-２ 取得したプラスミドの全塩基配列の決定 

取得したプラスミドのうち，PCR解析によりIncP-1群（16本），IncPromA群（28本）に属すると

推定された44本と，既知のプラスミド群に属さない15本の全塩基配列の決定を行った．その結

果，53本のユニークなプラスミドの完全長配列を得ることに成功した．このうち，多摩川から得ら

れたプラスミドは，IncP-1群が3本，PromA群が8本，その他が3本であった（その他3本につい

ては現在解析中）．              

得られた既存のIncP-1群プラスミドと相同性の高かったプラスミドの多くは，薬剤耐性遺伝子

（群）を有していた（Table 1-4）．また，耐性遺伝子の有無は，二親接合・三親接合のどちらの

手法によって得られたかに依らなかった．IncP-1群プラスミドが広く環境中に分布していること

（詳細は後述）を考慮すれば，本プラスミド群は，様々な環境で遺伝子を伝播する重要なプラ
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スミド群であることが改めて示された．その一方で，得られたPromA群プラスミドは，どれも宿主

に特定の形質を与える既知遺伝子をもたないことが判明した． 

 なお，PCRによって不和合性群の同定に至らなかったプラスミドのうち，8本は，IncP-1群プラ

スミドの複製開始タンパク質をコードするtrfA遺伝子を有すると推定された．さらに，これらのプ

ラスミド上の，複製，維持，接合伝達に寄与すると推定される遺伝子群の配置が，既知のIncP-

1群プラスミドと極めて類似していた．そこで次節では，上記8本のプラスミドと，既知IncP-1群プ

ラスミドについて，より詳細に比較することとした． 

 

１-３-３ IncP-1 群プラスミドの系統学的解析 

IncP-1群に属すると推定された全27本のプラスミドについて，塩基配列情報に基づく系統分

類学的解析を行った．その際，本研究で得られたIncP-1群プラスミドの他に，既存のIncP-1群

プラスミドを，各サブグループからそれぞれ1～3本を選抜して行った．特に，ごく最近発見され

たIncP-1群類縁のプラスミドであるpCFSA664-2 (Hu et al., 2019)，pMCR_1511 (Zhao et al., 

2017)，pEN3600 (Zheng et al., 2020)，pHS102707 (Li et al., 2015) も加えた．IncP-1群の複製

開始タンパク質をコードする trfA，接合伝達の開始に重要なrelaxaseをコードするtraIそれぞ

れの塩基配列に基づいて作成した系統樹はFigure 1-2のようになった．trfAは2種類の複製開

始タンパク質TrfA1とTrfA2を同一の読み枠内にコードしている(Yano et al., 2016)．いくつかの

プラスミド（pAKD4，pDS1，pCFSA664-2，pMCR_1511，pEN3600，pHS102707，pTT60，

pMNBM077，pMNCG080，pMNCG082）はtrfA2のみしか有していなかった． そこで，

alignmentおよび分子系統樹の作製にあたって，これらのプラスミドについてはtrfA2を，それ以

外のプラスミドについてはtrfA1を使用した． 

Figure 1-2とTable 1-4に示した通り，多摩川からはIncP-1β-1群，IncP-1ε-1群，IncP-1γ群に

属するプラスミドと，trfAとtraIいずれも既存のIncP-1群のサブグループとは系統学的に離れた

pYKBL037，およびpMNBM077が得られた．興味深いことに，他の水再生センターから得られ

たpMNCG080 とpMNCG082は，traIに基づく系統樹では類縁のクレードに位置しているのに

対し（一致度98%），trfAに基づく系統樹ではクレードが離れて位置していた（一致度64%）．こ

れら2本のプラスミドが同じ試料から取得されたことを考えると，その祖先は同じプラスミドであっ

たが，複製に関わる領域（遺伝子）が別々に進化してきた可能性が考えられた．そこで，全て

のIncP-1群プラスミドに保存された複製・維持・接合伝達に関わる遺伝子を結合した配列を用

いることで，全体の塩基配列に基づく系統学的解析を行った．まずFigure 1-2に示したプラスミ

ドの中から代表的なプラスミドを選抜し，プラスミドの基本機能である複製，維持，接合伝達に

関わる遺伝子を比較した．このとき，プラスミドの維持に寄与するincCにはincC1とincC2の2つ

の遺伝子が含まれるが，本解析にはincC2を使用した．なお，pA81，pAKD4，pMCBF1 は

GenBankに登録されているincC2 がアノテーションされていなかったため，それぞれpSN1104-

59，pEST4011，pSN1104-59を参考として推定した配列を使用した．以下にその結果を示す

（Figure 1-3）．比較した全プラスミドでtrfA，trbA，trbB，trbC， trbD，trbE，trbF，trbG，trbH，

trbI，trbJ，trbL，trbN，traC，traD，traE，traF，traG，traI，traJ，traK，traL，traM，korB，

korA，IncC，korC，klcAの 28遺伝子が保存されていた．次にこれらの遺伝子の塩基配列を連

結し，系統樹を作製した．その結果，多摩川から得られた pYKBL037，pYKBR045，

pMNBM077は，既存のIncP-1群のサブグループとは異なることが示唆された．そのほかの試
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料から得られた，pYKBG036，pMNCG080，pMNCG082についても同様であった．各サブグ

ループ内での保存遺伝子の連結配列の一致度を比較すると，IncP-1γ群以外のサブグループ

では，いずれも82％以上の一致度を示した（IncP-1γ群のみpQKH54とpYKCS045が72.0%と低

い一致度であった．IncP-1γ群は，さらに2つの亜群に分けられるべきかもしれない）．従って，

IncP-1γ群を除けば，28の保存遺伝子を連結させた配列の一致度が82%以上の場合に同一の

サブグループとし，82%未満の場合には異なるサブグループとするのが妥当であると考えられ

た．Figure 1-3に示すように，pYKBL037とpYKBR041は系統樹上で既知のサブグループとは

別のクラスターを形成していた．またこの2本の保存遺伝子の連結配列は，互いに98.7%の一

致度を示し，その他のプラスミドとの一致度は最大でも72.0%であった．同様に，pMNBM077

は系統樹上で他のプラスミドとクラスターを形成しておらず，他のプラスミドとの一致度が最大

でも54.9%であった．以上より，これらのプラスミドは，既知のサブグループとは独立していると

考えられたため，新たな2つの IncP-1群のサブグループとしてIncP-1ι (iota) 群（pYKBK037 と 

pYKBR041）およびIncP-1κ (kappa)群（pMNBM077）を提唱することとした． 

上述した2つの新たなサブグループに属するプラスミドは，bla（β-lactam耐性），strA，strB 

（streptomycin耐性），aac（aminoglycoside耐性），ereA（erythromycin耐性），tetA（tetracycline

耐性）などの薬剤耐性遺伝子をもつプラスミドであった．また，pYKBG036，pYKAM101，

pMNCG080，pMNCG082についても，系統学的解析や他のプラスミドとの一致度の比較から，

既知のサブグループに属さないと考えられたため，それぞれIncP-1ο (omicron), IncP-1λ 

(lambda), IncP-1µ (mu)とした（Figure 1-3）．  

ところで，本研究で得られたIncP-1群プラスミドは，系統樹上で大きく2つのクレードに分けら

れる（それぞれクレードI，クレードIIと命名，Figure 1-3）．興味深いことに，クレードIは 

Gammaproteobacteria綱（Pseudomonadaceae科，Enterobacteriaceae科），

Betaproteobacteria綱（Alcaligenaceae科）など，Proteobacteria門の様々な綱に属する菌株

から発見されたIncP-1群プラスミドを含む．一方，クレードIIは，Enterobacteriaceae科の限

られた菌株から発見されたプラスミドが大半である．これは，クレードＩのプラスミドが広宿主

域である一方で，クレードII のIncP-1群プラスミドが狭宿主域である可能性を示している．

事実，クレードIIに含まれるpMNCG080，pMNCG082やpDS1は，大腸菌同士を接合伝達す

る一方で，Pseudomonas属細菌には接合伝達しない，という予備データも得ている．また，

クレードIIについて特筆すべきこととして，グラム陰性の病原菌に対して臨床で広く用いら

れている抗生物質であるカルバペネムに耐性を示す菌株から見出されたプラスミド

（pEN3600, pHS102707）や，カルバペネム耐性菌に対して有効とされるコリスチンに対し

て，耐性を示す菌株から見出されたプラスミド（pMCR_1511，pCFSA664-2）を含むことが挙

げられる．興味深いことに，後述するように，クレードIIに属するプラスミドから作製したプロ

ーブによる分布調査から，本クレードに属するプラスミドが多摩川にも存在することが判明し

た（1-3-5）．さらに，これら2つのクレードのちょうど「狭間」とも言うべきpMNBM077が見出さ

れている．以上のことを考慮すると，多摩川では，従来知られた広宿主域型から，腸内細菌科

を主な宿主とする狭宿主域型まで，種々のIncP-1群が混在しており，薬剤耐性遺伝子の伝播

に寄与している可能性が高いと考えられる．今後は，これらのプラスミドの性状について，より

詳細に比較し，その伝播経路を明らかにすることが重要であろう．  
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に
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っ
て
増
幅
産
物
を
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出
で
き
た
サ
ン
プ
ル
の
数
を
示
す
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ま
た
，
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の
プ
ラ
イ
マ
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ッ
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を
用
い
た
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で
も
増
幅

産
物
を
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出
で
き
な
か
っ
た
サ
ン
プ
ル
の
数
を
示
す
．
ま
た
，
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数
の
プ
ラ
ス
ミ
ド
を
保
持
す
る
可
能
性
が
高
い
菌
株
も
存
在
し
た
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Figure 1-2. trfA（a）および traI（b）の塩基配列に基づく IncP-1群プラスミドの系統樹. 

本研究で取得したプラスミドを太字で示し，特に多摩川から得られたプラスミドを赤で示す．ま

た，既存のサブグループをギリシア文字で示した．数字は bootstrap値（1000回のうちの割合）

を表し，70以上の場合のみ示した．また，各図の右下のスケールバーの数値は塩基置換率を

示す． 
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Figure 1-3. 28の保存遺伝子を連結した塩基配列に基づく IncP-1群プラスミドの系統樹. 

本研究で取得したプラスミドを太字で示し，特に多摩川から得られたプラスミドを赤で示す．ま

た，サブグループをギリシア文字で示し，特に本研究で新たに提唱したグループを赤で示し

た．数字は bootstrap値（1000回のうちの割合）を表し，70以上の場合のみ示した．また，各図

の右下のスケールバーの数値は塩基置換率を示す．  
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１-３-４ PromA 群プラスミドの系統学的解析および比較ゲノム解析 

PromA群プラスミドについても，IncP-1群と同様に，保存された24の遺伝子を連結させて系

統樹を作製した（Figure 1-4）．その結果，多摩川から得られたpYKCT010は，他に得られた

pYKBL021，pYKBM022，pYK0709-71，pYK0709-104，pYKCT011-2や，先行研究で取得し

たPromAβ群内のいずれのプラスミドとも異なる位置にクレードを形成した．岩手県の湖から得

られたpYK0414-12と合わせて2本のプラスミドの遺伝子を連結させた塩基配列は互いに

93.7%の一致度を示し，他のPromAβ 群プラスミドとは80.0-83.3%の一致度を示した．さらに，

これら2本を除いたPromAβ群プラスミドどうしを比較すると，88.2%以上の一致度を示した．以

上から，上記 2本のプラスミドをPromAβ-2群，それ以外をPromAβ-1群とした．また，

pYKBM023，pMNBM065-1はPromAγ群であった． 

 

得られたプラスミドがいずれもアクセサリー遺伝子をもたなかったことについて考察する．通

常，プラスミドをもつ宿主細胞は，プラスミドという付加的なDNAを複製・維持するために，プラ

スミドをもたない細胞よりも多くのエネルギーを消費する．そのため，プラスミドをもつことが，そ

の細胞の生存に有利にならない環境下では，プラスミドをもつ宿主は淘汰されてしまう．そうだ

とすると，本研究で取得したアクセサリー遺伝子を搭載しないPromA群プラスミドは，宿主にと

っての利点がないように思える．この点は，薬剤耐性遺伝子等，種々の機能遺伝子（群）を搭

載するIncP-1群プラスミドとは大きく異なる．しかし，それなら何故PromA群プラスミドは，IncP-1

群プラスミドと同様に広く環境中に分布しているのだろうか．これは，(i) PromA群をもつことが，

何らかの形で宿主の生存にとって有利にはたらく，(ii) PromA群を収集する過程でアクセサリ

ー遺伝子が失われてしまった，という2つの理由が考えられる．これらの点は今後の研究によっ

て明らかにするべきであろう．特に (ii)については，ごく最近，農薬分解遺伝子や，薬剤耐性

遺伝子をもつPromA群が報告された（Werner et al., 2020）．ただし，それらの報告内では，プラ

スミド自体の遺伝子構造が不安定になることが示唆されており，PromA群のDNA伝播のメカニ

ズムは，他のプラスミドと異なる可能性も考えられる．  

 

１-３-５ 種々のプラスミドの分布調査 

多摩川から見出された新規IncP-1・PromA群や，薬剤耐性プラスミドとして，既存のヒト臨床

株からも得られているIncA/CおよびIncN群プラスミドについて，それぞれ特異的なプライマー・

DNAプローブを構築し，河川流域の試料中に当該プラスミドがどの程度分布するのか，PCR-

サザンブロット法によって調べた．その結果，87種類の環境試料のうち，27種類からIncP-1群

プラスミドを，24種類からPromA群プラスミドを検出した（Table 1-6）．従って，IncP-1群，PromA

群プラスミドが存在する環境試料の数は，それぞれ47，38種類と，ほぼ同数であると推定さ

れ，多摩川については，どちらも少なくともTama4，5，6の三か所に存在していた．このことは，

双方の不和合性群に属するプラスミドとも実環境中に広く分布することを示しており，多摩川に

関しても同様であった．また，Table 1-6に示すように，IncA/CおよびIncN群プラスミドは，活性

汚泥を除けば，他の環境試料からは見出されにくかったことを考えると，多摩川は多様性に富

むプラスミドが分布していることが示唆された． 
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Figure 1-4. 24の保存遺伝子を連結した塩基配列に基づく PromA群プラスミドの系統樹. 

本研究で取得したプラスミドを太字で示し，特に多摩川から得られたプラスミドを赤で示す．ま

た，サブグループをギリシア文字で示し，特に本研究で新たに提唱したグループを赤で示し

た．数字は bootstrap値（1000回のうちの割合）を表し，70以上の場合のみ示した．また，各図

の右下のスケールバーの数値は塩基置換率を示す．  
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Table 1-6．各プラスミドの分布調査の結果（カッコ内は多摩川の試料の数を示す） 
 

IncP-1 IncPromA IncA/C IncN 

Activated sludge (40) 10 5 10 3 

Cow manure (2) 0 1 1 0 

Lake sediment (32) 5 7 0 0 

Marine sediment (16) 0 0 0 0 

Paddy sediment (1) 1 1 0 0 

Pond sediment (3) 2 1 1 0 

River sediment (59) 7(0) 6(3) 2(2) 3(2) 

Soil (12) 2 3 1 0 

Total (163) 27 24 15 6 

１-４ 本章の総括と今後の課題 

本章では多摩川の試料と，その他の環境試料から P. resinovorans または E. coli を受容

菌として三親接合と二親接合を用いて自己伝達性プラスミドを収集し，種々の接合伝達性プラ

スミドを得ることに成功した．特に，IncP-1群プラスミドとPromA群プラスミドが多く収集された．

従って，多摩川には，異なるサブグループのIncP-1群が存在していること，また，広宿主域型，

狭宿主域型の双方の新たなIncP-1群プラスミドが，様々な薬剤耐性遺伝子を伝播していること

が示唆された．また，PromA群プラスミドは，これまであまり発見例がなかったが，IncP-1 群と

同様，多摩川をはじめ様々な環境中で実際に伝播していることが示唆された．今後は，発見し

たIncP-1群プラスミドや，PromA群プラスミドが，どのような微生物間を伝播しているのかを明ら

かにする必要がある．次章ではこのうち，PromA群プラスミドについて，その宿主域を比較する

こととした． 

 なお，本研究ではコリスチン耐性遺伝子をもつプラスミドや，コリスチン耐性菌を得る

ことはできなかった．これは，多摩川を含む日本の環境試料には，コリスチン耐性菌が

極めて少ないことを示しており，今のところ本薬剤の耐性菌については，大きな問題

になっていないことが示唆された． 
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２ 多摩川に存在するプラスミドの宿主域比較 

２-１ 緒論 

前章では多摩川流域から種々のプラスミドを収集することに成功した．本章では，得られた

プラスミドがどのような細菌種を伝播するのかを明らかにするために，接合実験を行い，その宿

主域について比較した． 

 

２-２ 実験方法と材料 

２-２-１試薬・試料 

実験に使用した試薬は，全て試薬品特級の「生化学・分子生物学用」のグレードのものを使

用し，特に記載のない限りそのまま使用した． 

 

２-２-２ 培養条件 

前章の培養条件と同様の条件で行った． 

 

２-２-３ 使用菌株とプラスミド 

本章で使用した菌株・プラスミドを Table 2-1 に示す．プラスミドの供与菌としては，

Pseudomonas putida SMDBS株を使用した．また，プラスミドについては，多摩川から得られた

PromA群の 3つのサブグループ（PromAβ-1，PromAβ-2，PromAγ）に属するプラスミドと，先

行研究で既に得られていた別のサブグループ（PromAδ）の宿主域を比較した（なお，各プラス

ミドは，多摩川から得られたプラスミドそのものではなく，既に先行研究で得られていた各サブ

グループに代表的なプラスミドを用いた）．各プラスミドに GFPおよび Km，クロラムフェニコー

ル（Cm）耐性遺伝子を，ミニトランスポゾンを利用して挿入したものを用いた． 

 

２-２-４ 環境サンプル 

環境サンプルとしては， 2020年7月17日（天気晴（前日雨），気温：24°C）に静岡大学工学

部３号館付近（N34.725556，E137.7175），2020年8月12日（天気晴，35°C）に静岡大学佐鳴会

館付近（N34.723056，E137.718333）で採取した土壌，および2020年8月12日（天気晴，35°C）

に佐鳴湖北東（N34.7175，E137.696944）で採取した湖水を用いた. 

＊本来は多摩川の河川水・底泥を用いるべきであったが，新型コロナウイルス感染症拡大の

ため，2020年度のサンプリングのための出張ができず，代わりに静岡大学工学部から徒歩で

サンプリング可能な試料を用いた． 

 

２-２-５  環境試料中の微生物群集との接合実験 

より多くの微生物を対象として宿主細菌を決定し，比較するため，土壌，湖水中に生息する

微生物群集を受容菌候補として用いて接合実験を行った．接合条件は栄養源を含む LB平

板培地上を介する方法を LBAgar接合，栄養源を含まない Agar培地上のみで行う方法を

Agar接合とし，本研究では，環境試料に土壌（7月に採取）を使用して LBAgar接合を行った

接合条件を SoilLBA，同土壌（8月に採取）を使用して Agar接合を行った SoilA，佐鳴湖の

湖水を使用して LBAgar接合を行った Lake Sanaru LBAの 3種類を行った．  

  



 

 

 

T
a
b

le
 2

-1
 
本
研
究
で
使
用
し
た
菌
株
お
よ
び
プ
ラ
ス
ミ
ド

 

S
tr

a
in

 o
r 

P
la

sm
id

 
R

el
ev

a
n

t 
ch

a
ra

ct
er

is
ti

cs
 

R
ef

er
en

ce
 

B
a

ct
er

ia
l 

st
ra

in
s 

 
 

A
er

o
m

o
n
a
s 

m
ed

ia
 J

C
M

 2
3
8
5
 

G
a
m

m
a
p

ro
te

o
b
a

ct
er

ia
, 

ty
p
e 

st
ra

in
 

B
R

C
-J

C
M

, 
R

IK
E

N
 

B
u

rk
h
o
ld

er
ia

 p
la

n
ta

ri
i 

JC
M

 5
4
9
2

T
 

B
et

a
p
ro

te
o
b
a
ct

er
ia

, 
ty

p
e 

st
ra

in
 

B
R

C
-J

C
M

, 
R

IK
E

N
 

C
o

m
a
m

o
n
a

s 
te

st
st

er
o
n
i 

JC
M

 5
8
3
2

T
 

B
et

a
p
ro

te
o
b
a
ct

er
ia

, 
ty

p
e 

st
ra

in
 

B
R

C
-J

C
M

, 
R

IK
E

N
 

D
el

ft
ia

 a
ci

d
o
vo

ra
n
s 

JC
M

 5
8
3
3

T
 

B
et

a
p
ro

te
o
b
a
ct

er
ia

, 
ty

p
e 

st
ra

in
 

B
R

C
-J

C
M

, 
R

IK
E

N
 

R
h

iz
o
b
iu

m
 p

u
se

n
ce

 J
C

M
 2

0
3
7
1

T
 

A
lp

h
a
p
ro

te
o
b
a
ct

er
ia

, 
ty

p
e 

st
ra

in
 

B
R

C
-J

C
M

, 
R

IK
E

N
 

R
. 

ra
d
io

b
a
ct

er
 J

C
M

 1
6
2
0
9
 

A
lp

h
a
p
ro

te
o
b
a
ct

er
ia

 
B

R
C

-J
C

M
, 

R
IK

E
N

 

 
 

 

P
se

u
d
o
m

o
n
a
s 

p
u

ti
d
a
 

 
 

S
M

D
B

S
 

A
 d

a
p

B
-d

el
et

ed
 s

tr
ai

n
 o

f 
S

M
1
4
4
3

, 
R

if
r  o

f 
K

T
2
4

4
0
 w

it
h
 m

in
i-

T
n

5
-l

a
cI

q
 c

as
se

tt
e 

in
se

rt
ed

 

in
to

 t
h
e 

ch
ro

m
o
so

m
e 

(S
h
in

ta
n

i 
et

 a
l.

, 
2
0
1
4
) 

 

S
M

D
B

S
 (

p
M

H
0
6

1
3

-6
8
::

g
fp

) 
S

M
D

B
S

 h
ar

b
o
ri

n
g
 p

M
H

0
6
1
3

-6
8
::

g
fp

 
T

h
is

 s
tu

d
y
 

S
M

D
B

S
 (

p
Y

K
0
4

1
4

-1
2
::

g
fp

) 
S

M
D

B
S

 h
ar

b
o
ri

n
g
 p

Y
K

0
4
1
4

-1
2
::

g
fp

 
T

h
is

 s
tu

d
y
 

S
M

D
B

S
 (

p
S

N
1
1
0
4

-1
1
::

g
fp

) 
S

M
D

B
S

 h
ar

b
o
ri

n
g
 p

S
N

1
1
0
4

-1
1
::

g
fp

 
T

h
is

 s
tu

d
y
 

S
M

D
B

S
 (

p
S

N
0
7
2
9

-6
2
::

g
fp

) 
S

M
D

B
S

 h
ar

b
o
ri

n
g
 p

S
N

0
7
2
9

-6
2
::

g
fp

 
T

h
is

 s
tu

d
y
 

 
 

 

P
la

sm
id

 
 

 

p
M

H
0
6
1
3

-6
8
::

g
fp

 
m

in
i-

T
n

5
-K

m
-P

A
1

/O
4

/O
3
-R

B
S

II
-g

fp
m

u
t3

*
-T

0
-T

1
 w

as
 i

n
se

rt
ed

 i
n
 4

0
,8

9
3
 n

t 
o

f 
p
M

H
0
6
1
3

-6
8

. 
T

h
is

 s
tu

d
y
 

p
Y

K
0
4

1
4

-1
2
::

g
fp

 
m

in
i-

T
n

5
-K

m
-P

A
1

/O
4

/O
3
-R

B
S

II
-g

fp
m

u
t3

*
-T

0
-T

1
 w

as
 i

n
se

rt
ed

 i
n
 3

5
,1

3
7
 n

t 
o

f 
p
Y

K
0
4
1
4

-1
2
. 

T
h

is
 s

tu
d

y
 

p
S

N
1
1

0
4

-1
1
::

g
fp

 
m

in
i-

T
n

5
-K

m
-P

A
1

/O
4

/O
3
-R

B
S

II
-g

fp
m

u
t3

*
-T

0
-T

1
 w

as
 i

n
se

rt
ed

 i
n
 3

8
,3

6
2
 n

t 
o

f 
p
S

N
1
1
0
4

-1
1
. 

T
h

is
 s

tu
d

y
 

p
S

N
0
7

2
9

-6
2
::

g
fp

 
m

in
i-

T
n

5
-K

m
-P

A
1

/O
4

/O
3
-R

B
S

II
-g

fp
m

u
t3

*
-T

0
-T

1
 w

as
 i

n
se

rt
ed

 i
n
 3

5
,6

1
4
 n

t 
o

f 
p
S

N
0
7
2
9

-6
2
. 

T
h

is
 s

tu
d

y
 

 
 

24 



 

25 

 

受容菌候補とする微生物群集は，密度勾配溶媒としてHistodenz（C19H26I3N3O9）（Sigma-

Aldrich）を用いて（Shintani et al., 2014の手法を利用），土壌・湖水から抽出したものを使用し

た．また，接合実験は，LB寒天培地（LBA），または寒天のみの培地（Agar）上に孔径0.45 μm

メンブレンフィルター（ADVANTEC）を用いて行った． 

 

２-２-６ FACSを用いた接合完了体の取得と同定 

FACSによる接合完了体細胞の検出と分離は，Moflo XDP Intellisort II instrument

（Beckman Coulter）を用いて行った．488 nmアルゴンレーザーと70 µL nozzle orifice を使用

し，ソーティングした（詳細な条件は，Shintani et al., 2014の手法を利用した）． 

 

２-２-７ 接合完了体の同定および遺伝子型の解析 

前章に示した方法で抽出したDNA（場合によっては菌株の培養液）を鋳型DNAとし，各プ

ラスミドに特異的な遺伝子を増幅するプライマーを用いてPCRを行った．その後，産物をアガ

ロースゲル電気泳動に供し，目的の増幅産物が認められた菌株について，16S rRNA遺伝子

をPCRで増幅した．得られた増幅産物の塩基配列を，r2Lプライマーを用いてサンガー法で塩

基配列を決定 （ユーロフィンジェノミクス株式会社に委託）し，16S Microbial database（NCBI  

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/，2021年1月）およびGeneious Prime 2021 (Kearse et al., 

2012) 内のBLAST機能を使用して接合完了体の同定を試みた．各プラスミドに特異的な遺伝

子および16S rRNA遺伝子を増幅するプライマー配列をTable 2-2に示す．またPCRは，前章で

述べたKOD Oneを用い，（98°C，10 sec，55°C，5 sec，68°C，5 sec），12°C hold（カッコ内を30

サイクル繰り返し）の条件で行った． 

一方，FACSで収集した15000細胞の接合完了体候補株から，直接DNAを抽出し，16S 

rRNA遺伝子を増幅してアンプリコンシークエンス解析を行った．アンプリコンシークエンスは，

株式会社生物技研に委託し，ExTaq HS（タカラバイオ）による16S rRNA遺伝子のPCR増幅

後，MiSeq（illumina）を用いて行った．2回のPCRに使用したプライマーをTable 2-2に示す．な

お，接合完了体15000細胞を収集したことから，リード数の割合が1/15000よりも小さい場合に

は，当該リードにあたる細菌は存在しないものとして扱った．解読された塩基配列から，Fastx 

toolkitのfastq barcode spliltter (Joshi and Fass, 2011) を用いて，使用プライマーと完全一致す

る配列のみを抽出した．プライマー配列と3’末端の50 bpを削除したのち，上述した方法と同様

に接合完了体を同定した．  

 

２-２-８ 環境試料からのDNA抽出と菌叢解析 

前章で示した方法によって環境試料中の微生物群集からDNAを抽出した後，菌叢解析に

供した．菌叢解析は，株式会社生物技研に委託して解読した16S rRNA遺伝子配列から，上

述の16S Microbial databaseおよびGeneious Prime 2021  (Kearse et al., 2012) のBLAST機能

を使用して行った． 
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Table 2-2 使用したプライマー 

 

  

Target 
Template 

(Primer name) 
Sequence (5'→3') Reference 

repA 

pMH0613-68 
pMH0613-68 

F CGATGAAGCAGAGCTTGATAA 
This study 

R CTGGGGTACATCACCAGTCC 

repA 

pYK0414-12 
pYK0414-12 

F GTTGAAGGCTTTCAGGCAAT 
This study 

R CAAAACGTGTTCGATGCACT 

repA 

pSN1104-11 
pSN1104-11 

F AGGCATGAGCGCAGAAGAC (Yanagiya et al., 

2018) R CCACCATCACATGCTTCAAC 

repA 

pSN0729-62 
pSN0729-62 

F TTGACGAAGACGCTTACACG (Yanagiya et al., 

2018) R AGAACAAGGCCGTTAGCAGA 

16S rRNA 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (Lane, 1991; 

Turner et al., 

1999) 

 

1496R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

r2L GACTACCAGGGTATCTAATC (Hiraishi, 1992) 

1st PCR 1st-515f_MIX GCCAATCAGTGACATTGTGG  

 1st-806r_MIX TGCGTTCGTAGATGGTCTTG  

2nd PCR 2ndF AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  

 2ndR TACGGYTACCTTGTTACGACTT  
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２-３ 実験結果および考察 

２-３-１ 環境試料中の微生物群集との接合実験で取得した接合完了体 

4種類のPromA群プラスミドをそれぞれ保持する供与菌P. putida SMDBS株と，環境試料か

ら抽出した微生物群集とを接合させた．その後，各菌体懸濁液をFACSに供し，緑色蛍光を指

標にして接合完了体細胞をLB培地へソーティングした．培地上でコロニーを作るまで培養し

た後，各プラスミドについて，192コロニーをランダムに選択して遺伝子レベルの解析（プラスミ

ドの有無・16S rRNA遺伝子配列に基づく同定）を行った．その結果，Proteobacteria, 

Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutesの，合わせて4門7綱36属の細菌を，PromA群プラス

ミドの接合完了体として得ることができた（Table 2-3）．このうち，pSN1104-11，pYK0414-12は3

門，pSN0729-62は2門，pMH0613-68は，Proteobacteria門の3綱の細菌を宿主とすることが示

された．この結果は，広い宿主域を示すという過去の知見と一致していた (Klumper et al., 

2015; Yanagiya et al., 2018)．また，新たなサブグループ（PromAβ-2）に属するpYK0414-12に

ついても広い宿主域が認められた． 

次に，各プラスミドの接合完了体として同定された属の種類や，得られた接合完了体数に

着目する．接合完了体のうち，Alphaproteobacteria綱に属する菌株は，取得された9株（４属）

のうち，8株がpSN1104-11の接合完了体であった（Table 2-3）．これに対し，取得された

Betaproteobacteria綱の54 / 80株（特にComamonas属）がpMH0613-68の接合完了体であった

（Table 2-3）．pYK0414-12とpSN0729-62の接合完了体の大部分を占めた属は，

Gammaproteobacteria綱の属であり，Stenotrophomonas属細菌は17 / 32株がpYK0414-12の接

合完了体として取得され，pSN0729-62の接合完了体のうち，62 / 170株はPseudomonas属細

菌であった（Table 2-3）．従って，接合完了体の種類・数のいずれについても，プラスミドごとに

固有の特徴が認められた．4本全てのプラスミドの接合完了体として得られた菌株は，

Gammaproteobacteria綱のEnterobacter属，Klebsiella属，Stenotrophomonas属，Raoultella

属，Aeromonas属，Pseudomonas属の6属のみであった（ただし，これら6属は全体の70%を占

めた）（Table 2-3）．従って，4本のプラスミドが，同一の不和合性群に属するにもかかわらず，

それぞれを宿主とする細菌が異なる傾向があることが示唆された． 

各プラスミドの接合完了体数は，遺伝子レベルの解析を行った192コロニーの数よりも少な

かった（Table 2-3，最下行の「プラスミド保持数／解析数」参照）．これは複数のコロニーからプ

ラスミドが検出されず，接合完了体として認められなかったためである．プラスミドが検出されな

かった菌株は，接合伝達後，そのプラスミドを複製できなかった可能性や，細胞分裂の過程で

プラスミドを脱落した可能性が考えられる．特にpYK0414-12では，プラスミド保持株は解析し

た192株のうち58株のみであり，他と比べて極端に少なかった（Table 2-3）．この現象は特に

SoilLBA条件で顕著（7 / 96株）であった． 

一方，収集した 15000 細胞から直接 DNA を抽出し，16S rRNA 遺伝子に基づくアンプリコ

ンシークエンス解析を行った結果，接合完了体として，計 16門 37綱 65目 110科に属する細

菌が同定された．各接合条件における接合完了体の綱レベルでの割合を Fig. 2-1に示す．全

てのサンプルに共通して Alphaproteobacteria 綱と Gammaproteobacteria 綱細菌が主要な接

合完了体として検出された（Fig. 2-1）．ただし，上述した 2 つの綱の細菌の割合は，プラスミド

によって異なった．例えば，Lake Sanaru LBA条件では，pSN1104-11, pYK0414-12の接合完
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了体として得られたGammaproteobacteria綱細菌の割合が，それぞれ33%，36%であった（Fig. 

2-1C）．一方，pMH0613-68，pSN0729-62 の場合は，それぞれ 80%，63%と大部分を占めた

（Fig. 2-1C)．反対に，Alphaproteobacteri綱細菌の割合は，pSN1104-11, pYK0414-1では49%, 

39%であったのに比べ，pMH0613-68, pSN0729-6では 8%, 26%と，低い割合であった(Fig. 2-

1C)．この傾向は，他の２種類の接合条件においても同様であった(Fig. 2-1AB)．  

以上の点から，同一不和合性群に属する上記４本のプラスミドの宿主域が異なることが接合

実験によって示された．特に，多摩川から見出されたPromAβ-1，PromAβ-2，PromAγの宿

主域が異なったことは，各プラスミドの伝播経路が異なることを示唆していた． 

 

２-３-２ 多摩川から採取した試料の菌叢解析 

 前章でプラスミドを収集した，多摩川の試料（3シーズン，6箇所，計18試料）から，全DNAを

抽出後，菌叢解析を行った．結果をFigure 2-3示す．その結果，季節の違いに依らず，

Tama1~3とTama4~6で菌叢に大きな違いが認められた（Figure 2-3）．これはTama3-Tama4の

地域に，多摩上流水再生センター，北多摩一号水再生センターまで，複数の下水処理場があ

り，処理水が河川に流入するためと考えられた．この点，同様の菌叢解析が，当財団の助成を

受けた，春日によっても報告がある（2020）．菌叢について詳細を比較すると，Bacteroidetes門

のFlavobacteriaceae科やProteobacteria門Betaproteobacteria綱のComamonadaceae科や

Oxalobacteaceae科およびGammaproteobacteria綱のPseudomonadaceae科，Moraxellaceae科

が主要な細菌として得られた．興味深いことに，これらのうち，Flavobacteriaceae科，

Comamonadaceae科，Pseudomonadaceae科およびMoraxellaceae科は，PromA群プラスミドの

宿主として，比較的多数が土壌や佐鳴湖水から得られた（Figure 2-1，2-2）．従って，多摩川で

も，こうした細菌間を伝播しているのかもしれない． 

 



 

 

 

T
a
b

le
 2

-3
. 
各
接
合
条
件
で
取
得
し
た
接
合
完
了
体
（
属
）
の
数
（

E
zB

io
C

lo
u

d
 s

er
v
er
を
用
い
て
同
定
し
，

9
7
%
以
上
の
相
同
性
を
示
し
た
属
を
示
す
）
．

 

    G
en

u
s 

p
S

N
1

1
0

4
-1

1
 

p
M

H
0

6
1

3
-6

8
 

p
Y

K
0

4
1

4
0
1

2
 

p
S

N
0

7
2

9
-6

2
 

F
am

il
y

 
C

la
ss

 
O

rd
er

 
S

o
il

L
B

A
 

S
o

il
A

 
S

an
ar

u
 

S
o

il
L

B
A

 
S

o
il

A
 

S
an

ar
u
 

S
o

il
L

B
A

 
S

o
il

A
 

S
an

ar
u

 
S

o
il

L
B

A
 

S
o

il
A

 
S

an
ar

u
 

R
h

iz
o

b
iu

m
 

1
 

 
1

 
 

 
 

 
 

 
 

 
1

 

R
h
iz

o
b

ia
ce

a
e 

A
lp

h
a

- 

p
ro

te
o

b
a

ct
er

ia
 

P
ro

te
o

b
a

ct
er

ia
 

A
g

ro
b

a
ct

er
iu

m
 

 
1

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

B
ej

ie
ri

n
vk

ia
 

1
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

E
n

si
fe

r 
1

 
3

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

C
o

m
a

m
o

n
a

s 
 

 
 

5
4
 

 
 

 
 

 
6

 
 

 

C
o

m
a

m
o

n
a
d

a
ce

a
e 

B
et

a
- 

p
ro

te
o

b
a

ct
er

ia
 

V
a

ri
o

vo
ra

x 
 

2
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

B
u

rk
h

o
ld

er
ia

 
 

 
 

 
1

 
 

 
 

 
 

1
 

 

D
el

ft
ia

 
2

 
 

 
 

 
 

 
 

 
2

 
 

 

A
ch

ro
m

o
b

a
ct

er
 

 
1

 
3

 
 

 
 

2
 

 
1

 
3

 
 

2
 

A
lc

a
li

g
en

a
ce

a
e 

A
q

u
im

o
n

a
s 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

1
 

 
X

a
n

th
o

m
o

n
a

d
a

ce
a
e 

 

G
a

m
m

a
- 

p
ro

te
o

b
a

ct
er

ia
 

S
te

n
o

tr
o

p
h

o
m

o
n

a
s 

3
 

3
 

 
 

3
 

 
3

 
1

2
 

2
 

 
4

 
2

 

E
n

te
ro

b
a

ct
er

 
3

 
 

 
1

2
 

4
 

3
 

 
1

 
 

1
 

4
 

 

E
n
te

ro
b

a
ct

er
ia

ce
a
e 

K
le

b
si

el
la

 
 

8
 

 
 

5
 

 
 

1
 

 
 

1
 

 

K
o

sa
ko

n
ia

 
4

 
 

 
2

 
 

 
 

 
 

 
 

 

L
el

li
o

tt
ia

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

1
 

 
 

L
ec

le
rc

ia
 

 
 

 
2

 
2

 
 

 
 

 
 

 
 

S
ic

ci
b

a
ct

er
 

 
 

 
 

1
 

 
 

 
 

 
 

 

P
lu

ra
li

b
a

ct
er

 
 

 
 

 
1

 
 

 
 

 
 

 
 

Y
o

ke
n

el
la

 
2

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

R
a

o
u

lt
el

la
 

3
3
 

1
 

 
3

 
2

 
 

1
 

 
 

1
8
 

3
 

 

C
it

ro
b

a
ct

er
 

 
 

 
1

 
2

 
 

 
1

 
 

 
5

 
 

B
u

tt
ia

u
xe

ll
a

 
 

 
 

2
 

 
 

 
 

 
 

 
 

K
lu

yv
er

a
 

 
 

 
1

 
 

1
 

 
 

 
 

 
 

E
rw

in
ia

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

1
 

 
 

E
rw

in
ia

ce
a
e 

H
a

fn
ia

 
 

 
 

 
 

1
 

 
 

 
 

 
 

H
a

fn
ia

ce
a
e 

P
se

u
d

o
m

o
n

a
s 

1
4
 

5
 

6
 

8
 

1
 

 
 

2
 

2
 

5
4
 

6
 

2
 

P
se

u
d

o
m

o
n

a
d

a
ce

a
e 

A
ci

n
et

o
b

a
ct

er
 

 
 

 
 

 
 

 
 

3
 

 
 

 
M

o
ra

xe
ll

a
ce

a
e 

A
er

o
m

o
n

a
s 

 
 

1
7
 

 
2

 
2

5
 

 
8

 
1

6
 

1
 

1
4
 

2
2
 

A
er

o
m

o
n

a
d

a
ce

a
e 

V
ib

ri
o

 
 

 
1

 
 

 
 

 
 

1
 

 
 

5
 

V
ib

ri
o

n
a

ce
a
e 

S
h

ew
a

n
el

la
 

 
 

 
 

1
 

 
 

 
 

 
 

8
 

S
h

ew
a

n
el

la
ce

a
e 

B
a

ci
ll

u
s 

 
 

 
 

 
 

1
 

 
 

 
 

 
B

a
ci

ll
a

ce
a
e 

F
ir

m
ic

u
te

s 
F

ir
m

ic
u

te
s 

F
la

vo
b

a
ct

er
iu

m
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
1

 
 

 

F
la

vo
b

a
ct

er
ia

ce
a
e 

F
la

vo
b

a
ct

er
ia

 
B

a
ct

er
o

id
et

es
 

C
h

ry
se

o
b

a
ct

er
iu

m
 

 
 

1
 

 
 

 
 

 
1

 
 

 
 

M
yr

o
id

es
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
1

 

S
p

h
in

g
o

b
a

ct
er

iu
m

 
 

 
1

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

S
p

h
in

g
o

b
a

ct
er

ia
ce

a
e 

S
p

h
in

g
o

b
a

ct
er

ii
a

 

K
ra

si
ln

ik
o

vi
el

la
 

 
1

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
P

ro
m

ic
ro

m
o

n
o

sp
o
ra

ce
a
e 

A
ct

in
o

b
a

ct
er

ia
 

A
ct

in
o

b
a

ct
er

ia
 

プ
ラ
ス
ミ
ド
保
持
株

 
/ 
解
析
数

 
6

4
 /

 9
6

 
2

5
 /

4
8
 

3
0

 /
 4

8
 

8
 /

 9
6

 
2

5
 /

4
8
 

3
0

 /
4
8
 

7
 /

 9
6

 
2

5
 /

4
8
 

2
6

 /
4
8

 
8

8
 /

 9
6
 

3
9

 /
4
8
 

4
3

 /
4
8
 

 
 

1
1

9
 

1
4

0
 

5
8
 

1
7

0
 

 
 

 

29 



 

 

        

F
ig

. 
2

-1
. 
各
接
合
条
件
で
得
ら
れ
た

1
5

,0
0

0
の
接
合
完
了
体
細
胞
の
菌
叢
（
綱
レ
ベ
ル
）

 

左
か
ら
，

(A
) 

S
o
il

L
B

A
 

 
(B

) 
S

o
il

A
 

(C
) 

L
ak

e 
S

an
ar

u
 L

B
A
と
す
る
．

 

      

30 



 

31 

 

 

 

Fi  

Fig.2-2 環境試料と微生物画分の接合前後の菌叢，および接合完了体の菌叢（科レベル． 

上から(A) SoilLBA，(B) SoilA，(C) Lake Sanaru LBA． 
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Fig. 2-3 多摩川より採取した試料の菌叢（科レベル）． 

 (A) 2019年 7月 6日 ，(B) 2019年 10月 6日，(C) 2020年 2月 15日に採取．場所

（Tama1~6）については，Figure 1-1を参照．高い割合を示した科について，赤枠で示した． 
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２-４ 本章の総括と今後の課題 

本章では多摩川をはじめ多くの環境試料から得られた，新規広宿主域プラスミドPromA群プ

ラスミドについて，その宿主域を比較した．その結果，PromA群の異なるサブグループ間で宿

主域が異なることが示された．これは，PromA群プラスミドが種々の細菌間を伝播する過程で，

サブグループごとに接合伝達しやすい細菌を「選んで」伝播している可能性を示していた．本

来であれば，多摩川より収集した細菌画分そのものを用いて宿主域の比較をするべきである

が，本研究期間内に，新型コロナウイルスによる感染拡大の影響が払しょくされず，静岡県浜

松市周辺の環境試料を使わざるを得なかった点は，再検討する余地があると考えられる．特

に，多摩川の河川水は，中流域から下流域にかけて，大半が下水処理水になることもあり，他

の河川の菌叢とは異なることが示唆されている．従って，この流域で生じているプラスミドの接

合伝達現象は，今後も注意して追跡する必要があるだろう． 

 また，前章で PromA 群プラスミドが薬剤耐性遺伝子などのアクセサリー遺伝子をもたないこと

を示した．これは，アクセサリー遺伝子をもつ PromA 群プラスミド自体が，キャプチャリングに用

いた宿主内では不安定化する可能性が考えられる．もしかすると，自然界には，アクセサリー

遺伝子を搭載する PromA 群プラスミドを保有するのに適した宿主が存在するが，我々はその

宿主を同定できていないのかもしれない．本研究で得られた PromA 群プラスミドの宿主にその

ような細菌が含まれていないか，今後のより詳細な検証が必要となるだろう． 
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３  本研究のまとめ 

 

本研究は，東京という巨大都市を流れる，多摩川で遺伝子の水平伝播を真に担うプラスミド

の同定を最終的な目標として実施した．その結果，多摩川からは，IncP-1群やPromA群プラス

ミドをはじめとして，多様なプラスミドを多数得ることに成功した．特に，IncP-1群に属するプラス

ミドであるのに，Enterobacteriaceae科のみを宿主とするプラスミドの発見は特筆するべきもの

である．何故なら，元来広い宿主域を示すとされてきた IncP-1群プラスミドが，限定された宿

主域を持つプラスミドとして進化し，既知のIncP-1群とは異なる性質をもつようになった可能性

が高いからだ．また，これらのプラスミドには，重要な薬剤耐性遺伝子（カルバペネム耐性遺伝

子やコリスチン耐性遺伝子）をもつものが，他の研究で報告されている．従って，発見した新た

なプラスミドの性質を，それ以外のプラスミドと詳細に比較することが重要であろう． 

幸運なことに，コリスチン耐性菌は見出されなかった．しかし，得られたIncP-1群プラスミドの

多くが，カルバペネム耐性遺伝子をはじめとする，多剤耐性菌の出現に重要な薬剤耐性遺伝

子を搭載していた．これは，多摩川で薬剤耐性遺伝子が種々の細菌間を伝播しうることを示す

ものである． 

また，PromA群プラスミドという，薬剤耐性遺伝子や他のアクセサリー遺伝子をもたない広宿

主域プラスミドを得た．本プラスミドが，こうした遺伝子群を伝播するのかしないのか，という点

については，本研究では結論が出なかったが，ごく最近，薬剤耐性遺伝子をもつPromA群プ

ラスミドがDNAの公共データベースに登録されている（GenBank accession no. MF495477, 

MN366357）．従って，本群プラスミドも，薬剤耐性遺伝子をはじめとする種々の遺伝子を伝播

しうる可能性は十分に高い．本研究では，異なるサブグループに属するPromA群プラスミドの

宿主域についても比較を行い，違いを見出すことに成功した．この結果は，多摩川には，伝播

経路の異なるPromA群プラスミドが存在することを示唆する．本研究内では，このPromA群プ

ラスミドの役割を理解するには至らなかったが，多摩川と，それ以外の環境試料にも広く分布

していることを考慮すると，何らかの形で遺伝子の伝播に寄与していると考えるのが自然であ

る．特に，PromA群の元の宿主については，ほとんど情報がない．従って，本群プラスミドは，

まだ培養できていない細菌を宿主にする可能性も考えられる．こうした観点から，本群プラスミ

ドの元の宿主についての同定も重要になるだろう． 

以上の結果は，我々の巨大都市に住む我々にとっても身近な河川である多摩川には，薬

剤耐性菌の出現・蔓延となりうる伝播性のプラスミドが存在することを示すものである．こうした

情報を社会に正しく公表することは，例えば医師が処方した抗生剤を正しく飲み切るとか，薬

剤耐性菌の蔓延という「サイレントパンデミック」の危険性についての情報を平時から「知って

おく」ことで，人々の啓蒙に繋がると考えられる．本研究を遂行中に，不幸にも世界規模でウイ

ルスによるパンデミックが起きてしまった．多剤耐性菌によるパンデミックを引き起こさないため

にも，こうした環境中における薬剤耐性菌や薬剤耐性遺伝子の伝播現象を追跡し，その動態

を理解することは重要である．引き続き，重要なプラスミドの性状を理解するとともに，より網羅

的にその伝播経路の推定・解明を可能にする新たな手法開発を行うことが，今後の課題として

重要であろう． 
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