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概要  
 

The symbiotic plasmid (pSym) of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 4S5, which 

carries Tn5-mob, was successfully transferred into Agrobacterium tumefaciens A136 by 

using a conjugation method. The resulting transconjugants induced the development of 

ineffective nitrogen-fixing nodules on the roots of white clover seedlings. Depending on 

the manner in which the pSym was retained, the transconjugants were divided into two 

groups of strains, Afp and Afcs. pSym was retained as a plasmid in the Afp strains but 

was integrated into int gene encoding phage-related integrase on the linear chromosome 

of A. tumefaciens A136 in strain Afcs1 (one of the Afcs strains) to form a symbiosis 

island. Conjugation was performed between strain Afcs1 and R. leguminosarum bv. 

trifolii H1 (a pSym-cured derivative of wild-type strain 4S), and the Rhizobium H1tr 

strains were screened as transconjugants. Eighteen of the H1tr strains induced effective 

nitrogen-fixing nodules on the roots of the host plants. pSym was transferred into all of 

the transconjugants, except for strain H1tr1, at the same size as pSym of strain 4S5. In 

strain H1tr1, pSym was integrated into the chromosome as a symbiosis island. These 

data suggest that pSym can exist among Rhizobium and Agrobacterium strains both as a 

plasmid and as a symbiosis island with transposon mediation. 
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第１章：序論１  

共生窒素固定  
 

1-1 マメ科植物と根粒菌の共生 
土壌微生物の一種である根粒菌は，マメ科植物の根に感染し根粒を形成する。

根粒菌は根粒細胞内で，大気中の窒素分子をニトロゲナーゼによってアンモニ

アへ還元し植物へ供給する。一方で，植物は光合成産物を根粒菌に与える。 

根粒菌が宿主植物の根に根粒を形成し，窒素固定を行うまでには，いくつか

の段階がある。1) 根粒菌とマメ科植物間によるシグナル交換によって共生関係

のパートナーであることを見分け，2) 根粒菌の根毛への付着，根毛細胞のカー

リングが起きる。そして，3) 根毛細胞内を皮層細胞へ向かって伸長する感染糸

を介して，根粒菌は植物細胞内へ進入していく。4) 感染糸が皮層細胞に到達す

ると，感染糸内の根粒菌は皮層細胞内へ放出され，根粒菌はバクテロイドと呼

ばれる状態へと分化し，窒素固定を開始する。 

根粒菌とマメ科植物の相互認識は，植物の根圏で恒常的に浸出されているフ

ラボノイドと，根粒菌によって生成される Nod factorによって行われる。根粒菌

で構成的に発現している NodDがフラボノイドと結合すると，Nod factor合成酵

素をコードする遺伝子，nod，nol，noe genes の上流にあるプロモーター部位に

結合し，下流オペロンの転写を開始する。合成された Nod factorは，キチンオリ

ゴマーを基本骨格とした lipo-chitooligosaccharides（LCOs; リポキトオリゴ糖）

の一種で，菌種によって異なる修飾がなされている。その違いはマメ科植物と

根粒菌間に存在する「宿主特異性」の要因の一つとなっていると考えられてい

る。近年では，Lotus japonicusの LjSYMRK，Medicago sativaのMtDmi2など，Nod 

factor 認識に関係していると示唆される受容体型キナーゼの存在が報告され 

(Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002)，さらに根粒菌特異的に Nod factor認識に関
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わっていることが強く示唆されている受容体（NFR1，NFR5）も報告されている 

(Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003)。マメ科植物は，根粒菌の Nod factorを

感知すると，非常に早い段階で細胞膜の脱分極，細胞質のカルシウム濃度の周

期的な変化（Ca2+スパイキング），細胞骨格のアクチンの根毛先端部への蓄積を

起こす。その後，2日~4日の間に根毛はカーリングを起こし，感染糸形成が始

まる。正常な感染糸形成には，感染糸通過中の根粒菌でも Nod factorの分泌が必

要とされ (Schlaman et al., 1991)，根粒菌とマメ科植物の相互認識の初期段階以降

でも何らかの役割を持つことが示唆されている。感染糸形成を促進する根粒菌

側の因子は Nod factor の他， succinoglycan (exopolysaccharide I, EPSI) と

galactoglucan (EPSII) が挙げられ，exoH遺伝子変異株が異常な感染糸形成を引き

起こす報告もある (Cheng et al., 1998)。一方，皮層細胞では細胞分裂が活性化し，

根粒原基が形成される。また，宿主植物の根は，根粒菌の LCOsを感知して数時

間後には，根粒原基を含む皮層細胞で初期ノジュリン遺伝子と称されるENOD40 

(Kouchi et al., 1993; Mergaert et al., 1993)，ENOD12 (Scheres et al., 1990a)，ENOD5 

(Scheres et al., 1990b) などの遺伝子の発現が誘導される。 

形成された感染糸を通って，根粒原基に達した根粒菌は，感染糸から放出さ

れる。この時，根粒菌は植物由来の peribacteroid membrane（ペリバクテロイド

膜）に覆われた状態で，皮層細胞の細胞質中に放出され (Verma et al., 1996)，バ

クテロイドへと分化する。ペリバクテロイド膜内はヘモグロビンによって酸素

分圧が低く抑えられ，バクテロイドが窒素固定を行うのに最も適した環境とな

っている。 

 

1-2 窒素固定遺伝子の制御 
宿主マメ科植物の根粒内でバクテロイドに分化した根粒菌は，非共生状態と

生理活性を劇的に変化させ，主に窒素固定に関連する遺伝子の発現が上昇する



 

 8 

(Uchiumi et al., 2004)。この中には窒素固定反応を触媒するニトロゲナーゼ複合体

をコードする nifHDK遺伝子群，酸素分圧を感知し，根粒中での呼吸の電子伝達

系に関連する遺伝子発現を制御する fix遺伝子群が含まれる。 

nifHDK によってコードされる nitrogenase 複合体は nifH にコードされる

dinitrogenase reductaseと，nifDと nifKにコードされる dinitrogenaseからなる。

dinitrogenase reductase は活性中心にヘムを保持したホモ二量体で，dinitrogenase

に電子を供給する。dinitrogenase は  α2β2 のヘテロ四量体で，dinitrogenase 

reductaseから電子を受け取り，窒素のアンモニアへの還元反応を触媒する。 

nitrogenase複合体は酸素に高い感受性を持ち，酸素によって容易に失活する。

根粒内部では，植物の産生するヘモグロビンによって低酸素分圧環境が維持さ

れており，根粒菌は，細胞内外の酸素分圧とアンモニウムレベルをモニターす

ることで，窒素固定関連遺伝子の転写制御を行っている。FixLJ-FixK カスケー

ドは窒素固定細菌すべての機構で共通して保持されており，この制御系の最下

流には fixHOQP (cytochrome terminal oxidase) など，微好気性環境下で活動する

ために必要な遺伝子群がある (David et al., 1988)。FixLはヘムを持つセンサーキ

ナーゼで，酸素分子を捕らえるとリン酸化され，下流の FixJ をリン酸化する。

FixJはリン酸化されると，DNA結合ドメインが露出し，fixHOQPの転写を促進

する (Tuckerman et al., 2001)。さらに，Sinorhizoibum melilotiの場合は，FixJは

NifAの正の転写活性も制御しており，NifAは sigma factor σ54と共に，nifHDKE

などの転写活性を促進する (Dixon et al., 2004)。 
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第 2章: 序論２  

遺伝情報の水平伝達 

 

2-1 Transduction, transformation, and conjugation 
バクテリアは，酵素やある種のタンパク質の遺伝子を含み，細胞内外を転移

可能な mobile gene elements (MGEs) によって新たな表現型を獲得してきた。細

胞外における MGEs の転移は horizontal gene transfer (HGT) と呼ばれ，

transfomation，conjugation，transductionの三種に大別できる（Fig. 1）。transduction

とはバクテリオファージを介した遺伝情報の伝達をさし，水平伝達の範囲はバ

クテリオファージの宿主特異性に依存する。transformation は死んだ細菌などの

DNA鎖の取り込みを指し，40種ほどの菌種において確認されている (Lorenz et 

al., 1994)。transformation可能な状態は competenceと呼ばれ，関連する遺伝子群

は quorum sensingや nutritional signal等によって厳密に制御されている (Claverys 

et al., 2002; Hamoen et al., 2003; MacFadyen et al., 2001)。DNAの輸送システムには，

type IV pili (T4P) と Type II secretion systems (T2SSs) を構成するタンパク質が関

係していることが示唆されていた (Graupner et al., 2000; Sparling, 1966; Stone et 

al., 1999)。しかし，T4Pの線毛や線毛タンパク質（pilin）と DNA間の相互作用

を示すデータは得られておらず (Long et al., 2003; Mathis et al., 1984; Rudel et al., 

1995)，モデルとして pseudopilus (Ψ-pilus) が提唱されている (Chen et al., 2003a)。

conjugation は細胞間の直接的な遺伝情報の伝達を指し，ほぼ全てのバクテリア

といくつかの古細菌で確認されている (Frost et al., 2005)。conjugation関連遺伝子

を保持する conjugative element は relaxase とその補助因子によって oriT 

(origin-of-transfer) より rolling-circle replication (RCR) 機構によって ssDNAを生

成する。その後，ssDNA と relaxase は細胞膜結合性タンパク質である VirD4 へ

と渡され，type IV secretion system (T4SS)の pilusを介して受容株へと輸送される。 
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2-2 Mobile genetic elements 
バクテリアゲノムには，水平伝達可能なプラスミド，主染色体に保持されて

いる遺伝要素 (genome island) が数多く存在する。これらは抗生物質耐性，代謝

酵素等の遺伝情報を含み，HGTによって受容株 (recipient) へ新たな表現型を付

与する。このような，ゲノム内または菌体外を移動することが可能な DNAの領

域は mobile genetic elements (MGEs) と呼ばれる。MGEsにはゲノム内を転移する

transposon，insertion sequence，mobile gene cassete や，菌体外へと伝達される

conjugative elements [conjugative plasmids，conjugative transposon (CTn)] に分類さ

れる。“conjugative transposon”とは，tetracycline耐性を付与する Tn916 (Franke et al., 

1981) や， tetracycline 耐性と erythromycin 耐性を付与するグラム陰性菌

Bacteroides種の CTnDOT (Bedzyk et al., 1992) が，transposonの様に宿主染色体の

様々な位置への組込みが確認された経緯から名付けられた。しかし，実際は CTn

の組み込みターゲットは tRNA や，A+T-rich 領域など多岐にわたるものの 

(Burrus et al., 2004)，いずれもインテグラーゼによる組込みであり (Burrus et al., 

2002)，DDEモチーフを保持した transposaseによるトランスポゾンの組込み機構

とは全く異なるものであった。CTn のもたらす表現型は，抗生物質耐性だけで

なく sucrose代謝系を付与するものも発見されている (Hochhut et al., 1997)。これ

らは全て自己伝達可能で，インテグラーゼによって宿主染色体へ組み込まれ，

宿主へ新たな表現型を付与する遺伝因子であり，組込みターゲットの部位特異

性を除けば，clc (cholorocatechol分解能) (Ravatn et al., 1998) や bph-sal (biphenyl 

and salicylate分解能) (Nishi et al., 2000)，symbiosis island (Sullivan et al., 2002) 等

と同様の挙動を示す。現在，これらは integrative and conjugative elements (ICEs) と

分類され，Mesorhizobium loti R7Aの共生アイランドは ICEMlSymR7Aと名付けら

れている (Burrus et al., 2002)。 



 

 11 

2-3 共生遺伝子群の水平伝達 
根粒菌の共生関連遺伝子群の存在様式は属によって異なっている。Rhizobium

属，Sinorhizobium 属はプラスミド上に共生関連遺伝子群を保持し（共生プラス

ミド，symbiotic plasmid; pSym），Mesorhizobium属と Bradyrhizobium属は主染色

体上に巨大なクラスターとして保持している（共生アイランド，symbiosis island）。

これらのサイズは，pSym では Sinorhizobium meliloti 1021 pSymA の約 1.3 Mb 

(Galibert et al., 2001) から，Rhizobium etli CFN42 p42dの約 370 kb (González et al., 

2006)，共生アイランドでは Bradyrhizobium japonicum USDA110の約 600 kbから

とMesorhizobium loti R7Aの約 500 kbと，ICEsに属するものとしても非常に大

きい。 

これらの pSym，及び共生アイランドには水平伝達可能なものが存在する。

pSym では，pSym と自己伝達能を保持するプラスミド間の部位特異的組換えに

よって生じた fusion repliconが，自己伝達可能なプラスミドとして水平伝達され

る例も報告されている (Brom et al., 2004)。また，Kinkleら (1991) は土壌中で

Sinorhizobium fredii USDA201の pSymである pJB5JIが Rhizobium leguminosarum 

6015へ移行することを確認しており，R. leguminosarum bv. trifolii ICMP2163の

pSymも自己伝達能を保持していることが明らかとなっている (Rao et al., 1994)。

また，共生アイランドでは，tRNAをターゲットとした部位特異的組換えによっ

て，主染色体内へと組み込まれたものであると考えられており (Kaneko et al., 

2000; Kaneko et al., 2002)，M. loti R7Aの共生アイランド ICEMlSymR7Aでは，T4SS

や relaxase，conjugationに必要な coupling proteinの存在も示され (Sullivan et al., 

2002)，水平伝達能や主染色体からの切り出しが菌体密度依存性であることも確

認されている (Ramsay et al., 2006)。 

これまで，Methylobacterium属 (Sy et al., 2001)，Devosia属 (Rivas et al., 2002)， 

β-proteobacteriaに属する菌 (Chen et al., 2001; Moulin et al., 2001) など，根粒菌に
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属さない菌種からも窒素固定関連遺伝子の保持が確認されている。また，近年，

pSymと Ti/Riプラスミドをともに保持し，Phaseolus vulgarisへわずかながら窒

素固定活性を示す根粒を形成し，根粒菌と遺伝系統的に近縁な Agrobacterium 

rhizogenesへ分類される菌株も発見されている (Velázquez et al., 2005)。しかし，

これら共生菌株が，自然環境下で共生窒素固定関連遺伝子をどのような機構で

獲得し，ゲノムに保持しているのかは不明である。実験室レベルでも，

Agrobacterium に共生窒素固定関連遺伝子群を人為的に導入し，共生能を獲得さ

せる試みも数多くなされてきた (Abe et al., 1998; Hooykaas et al., 1982; Hooykaas 

et al., 1981; Mavingui et al., 1998)。しかし，いずれもその遺伝子群の宿主に対し窒

素固定活性を示す根粒を着生した報告はほとんどない (Martínez et al., 1987)。根

粒菌に分類される菌種の共生窒素固定能獲得についての研究は，植物と微生物

の相互作用の進化や，共生窒素固定細菌の多様性などの点から非常に重要であ

るが，未だ不明な点が多く残されている。 
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第 3章：Rhizobiumから Agrobacteriumへの  

pRt4Sa::Tn5-mobの接合伝達  
 

3-1 序 
根粒菌がマメ科植物と共生窒素固定を行うために必要な遺伝子群は，クラス

ターを形成している。各クラスターはある領域内にまとまって存在しており，

プラスミド上に存在する場合を共生プラスミド（Symbiotic plasmid; pSym），また

主染色体上に存在している場合，その領域は共生アイランド（Symbiosis island）

と呼ばれる。Rhizobium属，Sinorhizobium属は pSymとして，Mesorhizobium属，

Bradyrhizobium属，Azorhizobium属は共生アイランドとして共生関連遺伝子群を

保持している。 

pSym，共生アイランド，双方とも水平伝達されうることが明らかとなってい

る。Kinkleら (1991) は土壌中で Sinorhizobium fredii USDA201の pSym である

pJB5JIが Rhizobium leguminosarum 6015へ移行することを確認しており，また，

R. leguminosarum bv. trifolii ICMP2163の pSymは自己伝達能を保持していること

が明らかとなっている (Rao et al., 1994)。R. etli CFN42の pSymである p42dは，

自己伝達能を保持しているプラスミド p42a と部位特異的組換えによって

cointegrate構造を形成し，自己伝達可能なプラスミドとして水平伝達されること

が明らかとなっている (Brom et al., 2004)。 

マメ科植物の根粒より単離され，根粒形成能，または共生窒素固定能を保持

している菌種が，既知の根粒菌には属さないという報告は，根粒形成能や窒素

固定関連遺伝子の水平伝達を裏付けるものである。Syら (2001) は Crotalariaの

根粒よりMethylobacterium属の菌を単離し，Methylobacterium nodulantと名付け

た。メタノール脱水素酵素をコードする mxaFと，Nodファクター生合成に関与

する acyltransferaseをコードする nodAを保持していた。M. nodulant ORS2060の
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NodAは，分子系統的には Bradyrhizobiumの NodAと近く，Crotalaria podocarpa

と C. perrottetiiの根に窒素固定可能な無限型根粒を形成する。また，熱帯多雨地

方の水性マメ科植物である Neptunia natans の根粒から単離された Devosia 

riboflavinaが，Rhizobium tropiciと近縁な nod遺伝子群と nif遺伝子群をプラスミ

ド上に保持していることが報告されている (Rivas et al., 2002)。nodと nif遺伝子

は，根粒形成可能な β-proteobacteria も保持していることが報告されている 

(Chen et al., 2001; Moulin et al., 2001)。Chenら(2003b)はMimosaから単離した

Ralstonia taiwanensis の二種菌株について，α-proteobacteria の nod 遺伝子と，

β-proteobacteria 由来の nifH 遺伝子の両方を保持している菌を発見している。こ

れは，β-proteobacteria に属する窒素固定細菌に，nod 遺伝子群が水平伝達され，

共生能を獲得したことを示唆している。しかし，これらの根粒菌に属さない共

生菌株が，共生関連遺伝子をどのような機構で獲得し，ゲノムに保持している

のかを解析した報告はない。 

本章では，非共生菌種の共生能獲得について調査するため，クローバ根粒菌

の共生プラスミド(pRt4Sa)を Tn5-mob の挿入により可動化させた株 R. l. bv. 

trifolii 4S5を用い，病原性プラスミド pTiを消去した A. tumefaciens A136へ移行

させた。得られたAgrobacterium接合伝達株における pRt4Sa::Tn5-mobの移行と，

ホワイトクローバとの共生能について調査し，報告する。 
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3-2 方法 

3-2-1 菌株について 

本研究に用いた菌株，及びプラスミドは Table 1に示した。 

R. l. bv. trifolii 4S はクローバ根粒菌野生株である (Higashi et al., 1980)。

Escherichia coli MM294 (pRK2013) (Figurski et al., 1979) は tra 遺伝子を含む

pRK2013を保持しており，triparental matingにおいて helperとして用いた株であ

る。E. coli VCS257 (pC4S8) は 4S株の保持する nod領域の一部（ca. 17.7-kb）を

クローニングした株 (Abe et al., 1998) であり，Southern hybridizationのプローブ

作製に用いた。R. l. bv. trifolii 4S5は E. coli S17-1を donorとした biparental mating

により Tn5-mob を挿入することで，4S 株の共生プラスミド pRt4Sa を可動化し

た株である (Abe et al., 1998)。R. l. bv. trifolii H1は 4S株より pRt4Saを消去した

株である (Higashi et al., 1983)。Agrobacterium tumefaciens A136は A. tumefaciens 

C58より病原性プラスミド pTiを消去した株である (Watson et al., 1975)。 

R. l. bv. trifoliiは YM培地 (Keele et al., 1969) を用い，28°Cで培養した。

Agrobacteriumと E. coliは LB培地を用い，それぞれ 28°Cと 37°Cで培養した。

実験操作に用いる菌株は，適切な抗生物質を加えた TY液体培地 (Beringer, 1974) 

で振盪培養したものを使用した。抗生物質は，以下の終濃度になるよう添加し

た。nalidixic acidは 25 µg/ml，kanamycinは 50 µg/ml，rifampicinは 50 µg/ml， 

tetracycline は 10 µg/ml。pCR2.1 を用いたクローンの選抜には carbenicillin 100 

mg/ml, 又は kanamycin 50 mg/mlを添加した培地を使用した。 

 

3-2-2 Conjugation and plasmid profiles 

Figure 2にスキームを示した。4S5株を donor，A136株を recipient，MM294 

(pRK2013) 株を helper として用いた。それぞれに，適切な抗生物質を添加した

TY液体培地で，一夜振盪培養したものを滅菌水で洗浄し，培地と等量の滅菌水
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に懸濁した。各菌液を helper 100 µl，donor 200 µl，recipient 200 µl (helper : donor : 

recipient = 1 : 2 : 2) の割合で混和した。この菌液を遠心集菌し，上清を取り除き，

200 µlの滅菌水に再懸濁した。そのうち 50 µlを，抗生物質を添加していない TY

培地上に乗せた，滅菌済みの孔経 0.45 µmのフィルター (Millipore, Bedford, MA) 

上に移し，16 h，28°Cで一夜培養した。フィルター上で増殖した菌体を 1 mlの

滅菌水に懸濁し，遠心集菌の後，適切な抗生物質を添加した 5mlの LB液体培地

で，5日間振盪培養した。培養した菌液は滅菌水で洗浄後，106~107 cell/ mlの

菌体濃度へ希釈し，ホワイトクローバの芽生えに接種した。5週間後，内海らの

方法 (Uchiumi et al., 1995) を用いて，形成された根粒より菌株を単離し，抗生物

質を添加した LB培地に塗り広げた。得られた Agrobacterium接合伝達株は，阿

部らの報告で示された方法に従って  (Abe et al., 1998)， random amplified 

polymorphic DNA genotyping (RAPD) にて Agrobactreiumであることを確認した。

得られた菌株はAf株と名付けた。pRt4Sa::Tn5-mobの接合伝達効率は rifampicin，

kanamycin を選択マーカーとして選抜した Agrobacterium 接合伝達株数を，フィ

ルター上の供与株数で除して算出した。 

得られた Agorbacterium接合伝達株における，プラスミドの移行は，Casseら 

(1979) によるプラスミド抽出方法を用い，アガロースゲル電気泳動（0.7% 

agarose, 100V, 90min）によって検出した。 

 

3-2-3 Southern hybridization 

プローブは R. l. bv. trifolii 4Sの nodBADF領域を，pC4S8 (Abe et al., 1998) を

鋳型とした polimerase chain reaction (PCR) で増幅して用いた。プライマーは

4S_nodF; 5′-TCAACGATACAATCGACTCCG-3′と 4S_nodR; 5′-TACGATTCTCAA 

GCGCCGCTC-3′を用いた。プローブは Megaprime DNA Labelling System (GE 

Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, U.K.) を使用し，[α-32 P] dCTPを用いてラベ
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ルした。ハイブリダイゼーションは 5 × SSC (1 × SSC is 0.15M NaCl and 0.015M 

sodium citrate), 10 × Denhardt’s solution (0.1% Ficoll, 0.1% PVP, 0.1% BSA), 0.2% 

BSA, 50% formamide, 0.5% SDS, 50 µg/ml salmon sperm DNAを用い，45°C，

overnightの条件で行った。ハイブリダイゼーション後のフィルターは 0.1 × SSC, 

0.1% SDSを使用し，65°Cで洗浄した。 

 

3-2-5 クローバへの菌接種試験，及び窒素固定活性の測定 

根粒着生，及び窒素固定活性測定のための宿主植物として，ホワイトクロー

バ (Trifolium repens L. cv. Ladino) を使用した。種子は表面殺菌のため 0.5% 

NaClOと 0.1% Tween 20で 30 min振盪し，滅菌水で洗浄したものを使用した。

0.7% agar plate上に播種し，暗所で 24 h，24°Cでインキュベートした。0.7% agar

を含む Fåhraeus培地 (Fåhraeus, 1957) 上に植え，107~108 cell/mlの濃度の菌液を

ホワイトクローバの根に接種後，24°C，明期 14 hの条件下で培養した。接種用

の菌体懸濁液は TY液体培地で対数増殖期後期まで培養し，S.D.W.で洗浄したも

のを用いた。 

窒素固定活性はアセチレン還元活性  (Hardy et al., 1968) を Gas 

chromatography GC-3BF (Shimadzu, Kyoto, Japan) で測定した。カラムは Porapak N，

カラムサイズ; 3 mm × 100 cmを用い，effluent gasはN2，50 ml/min，検出温度; 60°C

の条件で分析し, 検出器は FIDを用いた。 
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3-3 結果 

3-3-1  Rhizobiumから Agrobacteriumへの pRt4Sa::Tn5-mobの移行 

pRt4Sa::Tn5-mob を Agrobacterium へ移行させるため，4S5 株を donor，A136

株を recipient，MM296 (pRK2013) 株をhelperとし，triparental matingを行った (Fig. 

2)。得られた Agrobacterium接合伝達株は Af株と名付けた。Af株は 4S5株が耐

性を持つ nalidixic acidを添加した YM培地上で増殖できず，ホワイトクローバ

の根に白色の無効根粒を形成した。なお，Triparental mating による，

pRt4Sa::Tn5-mobの水平伝達効率は 1.56×10-7/recipient cellであった。 

 

3-3-2  Agrobacterium接合伝達株における pRt4Sa::Tn5-mobの存在確
認 

Af 株よりランダムに菌株を選択し，pRt4Sa::Tn5-mob の移行を確認した。

pRt4Sa::Tn5-mobと同サイズのプラスミドが検出された株と，検出されない株が

存在していることが明らかとなった (Fig. 3A)。前者を Afp株，後者を Afcs株と

した。以下の実験では，各グループの代表として，Afp1 株と Afcs1 株を使用し

た。R. leguminosarum bv. trifolii 4S の nodBADF をプローブとした Southern 

hybridizationを行ったところ，Afp1株は pRt4Sa::Tn5-mobと total DNA断片にハ

イブリダイズしたが，Afcs1株においては total DNA断片にのみハイブリダイズ

していた (Fig. 3B)。 
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3-4 考察 
本研究では，pRt4Saを Tn5-mobにより可動化させた R. l. bv. trifolii 4S5を

donorとして用いた triparental matingによって，Agrobacteirumへ pRt4Sa::Tn5-mob

を移行させた。得られた Agrobacterium 接合伝達株 Af は，ホワイトクローバに

無効根粒を形成した (Fig. 2 C to E)。これまでにも A. tumefaciensに共生遺伝子群

を移行させた報告があるが，共生窒素固定能は確認されていない (Abe et al., 

1998; Martínez et al., 1987)。しかし，Martínezら (1987) の報告によると，Rhizobium 

tropici CFN299株の共生プラスミドを保持する Agrobacterium接合伝達株が，温

度依存的にPhaseolus vulgarisに有効根粒を形成している。また，R. tropici CFN299

株の共生プラスミドを保持する Sinorhizobium melilotiを P. vulgarisに接種した場

合，窒素固定を行わない根粒が形成された (Noel et al., 1984)。Agrobacteriumは

窒素固定関連遺伝子の転写因子であるσ54を保持している。クローバにおける共

生窒素固定能の発現には，pRt4Sa::Tn5-mobのみではなく，他の二本のプラスミ

ド，また主染色体上に存在する遺伝的要因が重要であることが示唆される。 

Mating後の mixtureをホワイトクローバに接種し，形成された根粒より単離

した Af 株には，移行させた pRt4Sa::Tn5-mobがプラスミドとして検出できた株

（Afp株）と，検出されない株（Afcs株）が存在していた (Fig. 3 Aと B)。Afcs1

株においては，Afp1株同様，ホワイトクローバの根に無効根粒を形成したが (Fig. 

3 D)，4S株の nodBADFは total DNA断片にのみハイブリダイズした (Fig. 3 B)。

これらの結果より，Afcs1株では，移行させた pRt4Sa::Tn5-mobは主染色体内に

組み込まれた可能性がある。また，Afp1株の Southern hybridization（Fig. 3 B）

では，プラスミドのみならず total DNA断片にも nodBADFの存在が検出された。

これは，total DNA断片と同サイズにまで切断された pRt4Sa::Tn5-mobが，この

画分に含まれているためである。しかし，プラスミド状態の pRt4Sa::Tn5-mobが，

培養中に主染色体へ組み込まれるという状態をとっていることも考えられ，詳
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細な調査が必要である。 

なお，R. leguminosarum bv. trifolii 4S5 と A. tumefaciens A136 を接合し，

Rifampicin，Kanamycin耐性を選択マーカーとして Agrobacrterium接合伝達株を

36株無作為について，pRt4Sa::Tn5-mobの存在様態を検討したが，いずれもプラ

スミドとして存在しており，Afcs1株のように，染色体に組み込まれたことが予

想される菌株を見いだすことはできなかった。このことから，pRt4Sa::Tn5-mob

の主染色体への組込み頻度が低いことが予想される。 
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第 4章：Afcs1株における pRt4Sa::Tn5-mobの存在位置  
 

4-1 序 
原核生物のゲノムには，水平伝達可能で，且つ主染色体に保持されている遺

伝要素が数多く存在する。溶原化した状態の lambda phage DNA，tetracycline耐

性を付加するグラム陽性菌 Enterococcus faecalisの Tn916 (Franke et al., 1981) や，

tetracycline 耐性と erythromycin 耐性を付与するグラム陰性菌 Bacteroides 種の

CTnDOT，さらに，腸内細菌 Salmonella senftenbergで発見された sucrose代謝系

を付与する CTnscr94 (Hochhut et al., 1997) などが挙げられる。これらは，いずれ

もファージ様インテグラーゼによってバクテリアの染色体へと組み込まれ，接

合伝達の際には主染色体より切り出され，水平伝達される。近年，Burrus (2002) 

らにより，これらの因子を integrative and conjugative elements (ICEs) と分類する

ことが提唱された。ICEsの定義としては，i) 宿主の染色体より部位特異的組換

えによって切り出され，一時的に環状構造をとり，ii) 接合によって水平伝達さ

れ，iii) 調節因子（tetracycline 耐性や sucrose 代謝系など）を授与株に付与する

ことである。 

根粒菌の共生関連遺伝子群はプラスミド，または主染色体上にクラスターを

形成している。Mesorhizobium属と Bradyrhizobium属では，主染色体上に巨大な

クラスターを形成し，共生アイランド (symbiosis island) と呼ばれている。これ

らはいずれの場合も，phenylalanine tRNAをターゲットとした部位特異的組換え

によって，主染色体内へと組み込まれたものであると考えられている (Kaneko 

et al., 2000; Kaneko et al., 2002)。また，M. loti R7Aの共生アイランドは自然環境

下における伝達が確認され (Sullivan et al., 1998)，P4-family integraseをコードす

る intS が切り出しと組込みに関わっており，菌体密度依存的に制御されている

ことが報告されている (Ramsay et al., 2006)。 
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tRNA 遺伝子をターゲットとした DNA フラグメントの組込みと切り出しに

ついては，溶原性ファージでよく研究されている。R. l. bv. trifolii 4Sを宿主とす

る溶原性ファージ φUの溶原化では，tRNA遺伝子とファージゲノムのインテグ

ラーゼ遺伝子が，部位特異的組換えに関わる (Uchiumi et al., 1998; Uchiumi et al., 

1995)。ファージ φUの attachment site (attP)と 4S株の nod遺伝子を導入したプラ

スミド pCINod1 を構築し，H1 株（4S 株の共生プラスミド消去株）へ移行させ

ると，ファージ φU DNAが宿主である 4S株に組み込まれる時と同様の様式で，

H1株の主染色体内へ組み込まれた。プラスミドの組み込まれた菌株は，根粒形

成能を回復し，tRNA遺伝子とインテグラーゼが共生アイランドの組み込みに関

係していることが示唆された。 

本章では，根粒形成能を示すにもかかわらず，pRt4Sa::Tn5-mob がプラスミ

ドとして検出されなかった Agrobacterium 接合伝達株 Afcs1 株における，

pRt4Sa::Tn5-mobの組み込み位置について，詳細に解析したので報告する。 
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4-2 方法 
 

4-2-1 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

プラグの作製は Rice ら (1999) の方法を一部改変して行った。TY 液体培地

で対数増殖期後期まで培養した菌液 50 µlを取り，30 secボイルした後，氷水で

急冷した。滅菌水で洗浄後，集菌し，上清を捨て，100 µl EET buffer [100 mM EDTA, 

10 mM EGTA in 10 mM Tris-HCl (pH8.0) ] に懸濁した。菌体は EET bufferに懸濁

した。菌懸濁液と等量の 65°C，1.6% Chromosomal Grade Agarose (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA) を混和し，plug-molds (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA) に流し込んで完全に固化させた。agarose plugは，1 ml EET-LS buffer (1ml of 

EET buffer containing 200 µg/ml lysozyme and 0.05% N-lauroylsarcosine sodium salt)

を含む，滅菌 50 ml遠心チューブで 37°C, 3 hインキュベートした。バッファー

を捨てた後，1 ml EET-SP buffer [1 ml of EET buffer containing 1 mg/ml proteinase K 

and 1.0% (w/v) sodium lauryl sarcosine] を加え，50 °Cで一夜インキュベートした。

次に，バッファーを捨て，40 ml TE buffer (pH8.0) にて 30 min静置する操作を 4

回繰り返すことで，agarose plugを洗浄した。agarose plugは，滅菌した 4 °C TE 

buffer中で保存した。制限酵素処理する際，各 agarose plugは適当なサイズに切

ったものを使用し，前処理として 500 µlの適切な制限酵素バッファー中で 20 min，

室温でインキュベートした。制限酵素は 50 U使用し，PacI,は 37 °C，SwaIは 25 °C

で over nightインキュベートした。 

PFGEは CHEF Mapper electrophoresis system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA)を用いて行った。泳動条件は 1% Chromosomal Grade Agarose (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA)，12°Cの 0.5 × TBE bufferで行い，電圧 6V/cm，20 h，

20-120 sec, pulse timeとした。サイズマーカーは Sacchatomyces cerevisiae standard 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, U.S.A.)を用いた。 
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DNAフラグメントは 0.5 µg/ml ethidiumbromideで 30 min染色し，260 nmの

波長の紫外線で検出した。 

 

4-2-2 Probe 

サザンハイブリダイゼーションのプローブは polymerase chain reaction (PCR)

によって得た。PCR産物は pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.) にクローニ

ングした。Agrobacterium主染色体の tRNAを含む領域の増幅（b, c, f, jと名付け

た）は，A. tumefaciens A136の total DNAを鋳型とし，以下のプライマーを用い

て 増 幅 し た 。 probe b ; 5'-CCCGCTATCATGCAGCATTT-3' と

5'-GATCGTCTCGCCCTATCATA-3'，probe c ; 5'-GGTTTGCGACAGCGTATGTA-3'

と 5'-GCTCGATCGACTTCTTCGTT-3'，probe f ; 5'-TGTCGCCCCGCATTTTTCAA 

-3'と 5'-GGAAGCACAGCAATGTGTGA-3'，probe j ; 5'-CTGAAGGCGCTTCTGGA 

AAA-3'と 5'-GCTTGGCAACGCAGGAAAAA-3'。A. tumefaciens A136 の linear 

chromosomeの SnaBI，または XbaIフラグメントの一部（S5, X15, X16-17, S5-2）

は以下のプライマーを用いた。probe S5 ; 5'-CGAGCTAGTGAAGCTCTTCA-3'と

5'-GACAAGGCCAAGGCTAGATT-3'，probe X15 ; 5'-GCTTTGATCGAGGGTCTGA 

A-3'と 5'-CTGCTTGCCTGCACGATTTT-3'，probe X16-17 ; 5'-GGCATCTGCACGA 

TGGAATA-3'と 5'-GATCAGTTCGGCCCATTTCT-3'，probe S5-2 ; 5'-GTCGCATCT 

CGTCTCATACA-3'と 5'-GGCATACGTCCAAAACGGTT-3'。 

 

4-2-3 Afcs1株のゲノムライブラリ作製とスクリーニング 

Agrobacterium 接合伝達株 Afcs1 のゲノムライブラリ構築には Lambda FIX 

II/XhoI partial fill-in vector kitと Gigapack III Gold-4 Packaging extract (Stratagene, 

La Jolla, CA, U.S.A.)を用いた。 pRt4Sa::Tn5-mob と Agrobacterium linear 
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chromosomeの連結部位を含むファージクローンは，S5-2フラグメントをプロー

ブとした two-step plaque hybridizationによって選抜した。Afcs1ゲノムライブラ

リを LB 培地にインディケーターと共に重層し，37°C で一夜培養した。生じた

プラークをナイロンメンブレン (Immobilon-Ny+; Millipore, Billerica, MA, U.S.A.) 

に転写し，Southern hybridization に用いた。2 回目のスクリーニングは，1 回目

のプラークをシングルプラークが得られるように重層し，初回と同様の条件で

スクリーニングした。 

選抜したファージクローンは pRt4Sa::Tn5-mob の両側の連結部位を含むクロ

ーンが含まれているため，universal oligonucleotide primer（T3またはT7）と S5-2R，

また S5-2Fと，TaKaRa LA Taq (TaKaRa, Ohtsu, Japan) を用いた long and accurate 

PCR を行い，増幅産物の有無でクローンが含む連結部位を判断した。PCR サイ

クルは 5 min，94°C for the first denaturation，20 sec at 94°C，30 sec at 53°C，8 min 

at 68°Cを 30 cycles, 最終伸長反応 10 min at 68°Cで行った。この過程によって増

幅されたフラグメントは，pCR2.1にサブクローニングし，次の実験に用いた。 

 

4-2-4 Sequencing 

シークエンス反応は BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit ver. 3.1 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) を使用した。解析は ABI Prism 310又は 3100 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) を用いた。塩基配列，

アミノ酸配列は FASTA (Lipman et al., 1985; Pearson et al., 1988) と NCBI BLAST 

(Altschul et al., 1997) を用いて解析した。 
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4-3 結果 
 

4-3-1 Afcs1株における pRt4Sa::Tn5-mobの存在の確認 

Afcs1株における pRt4Sa::Tn5-mobの存在を確認するため，A136株，Afp1株，

Afcs1 株の total DNA を，8 塩基認識の制限酵素 SwaI, PacI によって消化し，

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) によってフラグメントパターンを比較し

た。SwaI，PacI消化により生じる，A136株のフラグメントサイズを，A. tumefaciens 

C58株の全塩基配列情報 (Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001) に基づいて予測

し，Afp1株，Afcs1株のフラグメントパターンと比較した。Afcs1株特異的に消

失したフラグメントが検出された場合，そのフラグメントの領域内で

pRt4Sa::Tn5-mobの組込みが起きたと判断した。 

その結果，PacI 消化産物の比較では，Afcs1 株は 980-kb の PacI フラグメン

トが消失し，新たにおよそ 1336-kbのフラグメントが検出された (Fig. 4)。Afcs1

株の SwaI 消化産物では，779-kb の SwaI フラグメントが消失し，約 612-kb と

534-kb の二本の特異的なフラグメントが検出された (Fig. 4)。消失した 980-kb 

(PacI) と 779-kb (SwaI) のフラグメントはA. tumefaciens C58の linear chromosome

の 706,712 から 1,330,851 bp を共通の領域として含んでおり(Fig. 5 G)，

pRt4Sa::Tn5-mobが Agrbacterium linear chromosomeに組み込まれていると判断し

た。Afp1株の SwaI 消化産物においては，pRt4Sa::Tn5-mob由来と考えられる，

約 325-kbのフラグメントが検出された (Fig. 4)。 

 

4-3-2 Afcs1株における pRt4Sa::Tn5-mob組み込み位置の同定 

A136株と Afcs1株のゲノム DNAを XbaI，又は SnaBIで消化し，SwaI，PacI

の場合と同様の原理で，組込みが起きた部位を含む領域を絞り込んだ。フラグ

メントの特定は，SnaBI，または XbaI の任意のフラグメントに対応するプロー
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ブを用いた Southern hybridizationにより行った。各プローブと制限酵素部位の位

置関係は Fig. 5 Gに示した。 

Mesorhizobium loti MAFF303099と Bradyrhizobium japonicum USDA110の共生

アイランドが tRNA をターゲットとして挿入されている (Kaneko et al., 2000; 

Kaneko et al., 2002)  ことを考慮し，Agrobacterium染色体上の 706.7~1330.8 kb

領域内に位置する 12の tRNA geneをプローブとした Southern hybridizationを行

ったが，tRNA geneをターゲットとした pRt4Sa::Tn5-mobの組み込みを示す結果

は得られなかった (Fig. 5 B)。 

SnaBIフラグメント (133.6-kb) の一部をプローブ (S5, X15, X16-17; Fig. 4G) 

としたSouthern hybridizationを行ったところ，Afcs1株 SnaBI消化産物において，

プローブ S5と，プローブ X15（または X16-17）を用いた場合で，異なるフラグ

メントにハイブリダイズした (Fig. 5 C ~ E)。さらに，integrase gene (int gene) を

プローブ (S5-2) としたところ，Afcs1株 SnaBI消化産物において，プローブ S5，

及びプローブ X15 と X16-17 で検出されたフラグメントが同時に検出された 

(Fig. 5 F)。また，Afcs1株 XbaI消化産物においても，特異的な二つのフラグメ

ントが検出された。これらの結果から，Agrobacteriumの linear chromosomeの int 

geneが，移行させた pRt4Sa::Tn5-mobの組み込みのターゲットであると判断した。 

 

4-3-3 pRt4Sa::Tn5-mobと int gene間の連結部位の塩基配列解析 

Afcs1株の解析結果による pRt4Sa::Tn5-mobの連結部位の物理地図は Figure 5

に示した。int geneと pRt4Sa::Tn5-mobの左右連結部位の塩基配列を解析したと

ころ，左連結部位には Agrobacterium linear chromosome の int gene の 406-bp

（926,945 ~ 927,350 bp）が存在していた。一方，右連結部では同遺伝子の 794-bp

（927,342 ~ 928,135 bp）が存在し，左右連結部位の塩基配列の比較から int gene

は 927,342 ~ 927,350 bpにあたる 9 bpが重複していることが判明した（Fig. 7）。
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さらに，左末端部の int geneの上流には Tn5を構成する挿入配列 IS50Rが 3'方向

で存在し，右末端部位の int geneの下流には，pRt4Saに挿入した Tn5-mobが，

IS50Rを int gene方向に向いて存在していた (Fig. 6, 7)。つまり，Afcs1株の linear 

chromosomeに組み込まれた pRt4Sa::Tn5-mobは同方向の IS50Rによって挟まれ

ていた。int geneの 9 bpの重複が生じていたことも含め，これら両連結部位の構

造は IS50やトランスポゾン Tn5の挿入後のターゲット部位に確認される特徴的

な構造である（Fig. 8）。以上の結果から，pRt4Sa::Tn5-mob は Tn5（IS50）の挿

入機構で Afcs1株の linear cheromosomeへ組み込まれたと判断した。 

左連結部位では IS50Rの上流に，pSUP5011 (Simon, 1984) の配列が存在して

いた (Fig. 6)。pRt4Sa::Tn5-mobの右連結部位の Tn5-mobの下流には， 51アミノ

残基と 162アミノ残基の二つの open reading frame (ORF) の一部が存在し (Fig. 

6)，これらの ORF は，それぞれ Bradyrhizobium japonicum USDA110 株 ABC 

transporter permease protein (約 66% identity, 80% similarity)と ABC transporter 

substrate-binding protein (約 75% identity，87% similarity)と相同性を示し，

Agrobacteriumに存在しない塩基配列であることから，pRt4Sa::Tn5-mobの右末端

部であると判断した。  
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4-4 考察 
 

A136株と Afcs1株の SwaI，PacI消化産物の PFGE像の結果（Fig. 4），及び

SnaBI，XbaI消化産物に対する int geneをプローブとした Southern hybridization

の結果より (Fig. 5F)，移行させた pRt4Sa::Tn5-mobが linear chromosomeの int gene

に組み込まれたことが明らかとなった。さらに，Afcs1株のゲノムライブラリー

による，pRt4Sa::Tn5-mobと int geneの結合部位を詳細に解析したところ，各連

結部位の linear chromosomeには int geneの 9 bpが重複し，pRt4Sa::Tn5-mobの両

末端には同方向の IS50Rが存在していた (Fig. 6)。本研究の結果は，共生関連遺

伝子群の共生アイランド化が，これまでに報告されているような，インテグラ

ーゼの部位特異的組換えによる tRNA遺伝子への組込みに限らず，transposaseも

その要因となることを示す重要な知見である。 

PFGE 像において，Afp1 株のみで検出された pRt4Sa::Tn5-mob を示すフラグ

メントが，Afcs1株では検出されなかった。このことは，Afp1株と Afcs1株では，

pRt4Sa::Tn5-mobがそれぞれプラスミドまたは linear chromosomeへ組み込まれた

状態で安定に保持されていることを示している。 

pRt4Sa::Tn5-mobは Afcs1株の linear chromosomeの int geneに，Tn5の機構で

挿入されたと判断した。Tn5の挿入ターゲットとなる 9 bpの DNA配列には，あ

る程度の傾向（A-GNTYWRANC-T）が存在することが明らかとなっている(Ason 

et al., 2004; Goryshin et al., 1998; Lodge et al., 1988) が，その偏りはほぼランダム

であるといえる。本論において組込みのターゲットとなった int geneのプライマ

ーを用い，Afcs株の一つである Afcs2株 DNAを鋳型とした PCRによって評価

を行ったところ，int geneは増幅され，pRt4Sa::Tn5-mobが他のターゲットに組み

込まれたと判断される結果を得ている。 

また，pRt4Sa::Tn5-mob右末端側の IS50Rの上流には，pSUP5011の配列が存
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在していた (Fig. 6)。pSUP5011 は，4S 株へ Tn5-mob を挿入する際，biparental 

matingに用いた donorである E. coli S17-1が保持していたものである (Abe et al., 

1998)。pSUP5011 が pRt4Sa::Tn5-mob と cointegrate してしまったことが，Afcs1

株における，pRt4Sa::Tn5-mobの IS50を介した組込みを助長する要因となった可

能性もある。 
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第 5章：Afcs1株から Rhizobiumへの  

pRt4Sa::Tn5-mobの接合伝達  
 

5-1 序 
ほとんどのバクテリアは，様々な環境ストレスへの適応，また新たな表現型

を，plasmidや transposable element (transposon, insertion sequence)，gene cassette，

phagemid の水平伝達を介して獲得する。水平伝達の対象となる遺伝要素は，抗

生物質耐性遺伝子だけに限らず，代謝系関連の遺伝子 (Hochhut et al., 1997; 

Ravatn et al., 1998)，病原性遺伝子 (Hacker et al., 2000)，共生関連遺伝子 (Sullivan 

et al., 1998) も含まれる。これらは水平伝達後，プラスミド，または宿主染色体

に組み込まれて保持され，conjugative element (conjugative plasmid, conjugative 

transposon) と呼ばれている。 

Conjugative transposonとは，接合伝達可能であり，ゲノム内で転移する Tn916 

(Clewell et al., 1995) 等の挙動から生じたものである。しかし実際は，転移の際，

部位特異的に切り出され，インテグラーゼを介して A+T-rich な配列をターゲッ

トとして組み込まれた結果であり (Burrus et al., 2002)，DDEモチーフを保持した

transposaseを介したトランスポゾンの機構とは全く異なるものであった。これま

で，自己伝達能を持ち，チロシンまたはセリンリコンビナーゼに属するインテ

グラーゼを介して組み込まれ，宿主にある表現型を付与する遺伝因子がいくつ

か発見され，総称して integrative and conjugative elements (ICEs) とすることが提

唱されている。Mesorhizobium lotiの共生アイランドも ICEsに属しており，M. loti 

R7Aの共生アイランドは ICEMlSymR7Aと名付けられている (Burrus et al., 2002)。 

本章では，Afcs1 株を供与株とし， linear chromosome に組み込まれた

pRt4Sa::Tn5-mob の H1 株への移行を試みた。得られた Rhizobium 接合伝達株の

共生能と，移行した pRt4Sa::Tn5-mobについて考察する。 
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5-2 方法 
 

5-2-1 Conjugation and plasmid profiles 

Figure 2 にスキームを示した。Afcs1 株を donor，H1 株を recipient，MM294

株を helperとして用いた。それぞれに，適切な抗生物質を添加した TY培地で，

一夜振盪培養したものを滅菌水で洗浄し，培地と等量の滅菌水に懸濁した。各

菌液を helper 100 µl，donor 200 µl，recipient 200 µl (helper : donor : recipient = 1 : 2 : 

2) の割合で混和した。この混合菌液を遠心集菌し，上清を取り除き，200 µlの

滅菌水に再懸濁した。50 µlを抗生物質無添加の TY培地上に乗せた，滅菌済み

の孔経 0.45 µmのフィルター (Millipore, Bedford, MA) 上に移し，16 h, 28°Cで一

夜培養した。フィルター上の菌を 1 mlの滅菌水に懸濁し，遠心集菌の後，1 ml

の滅菌水に再懸濁した。適切な抗生物質を添加した YM 培地で，5 日間，28°C

で培養した。生じたコロニーは kamanycin（50 µg/ml）と nalidixic acid（25 µg/ml）

を含む YM 培地にナンバリングした。各コロニーはホワイトクローバの芽生え

に接種し，5週間後，内海らの方法 (Uchiumi et al., 1995) に従って，形成された

根粒の破砕液を調整し，kanamycinと nalidixic acidを添加した YM培地で，再度

シングルコロニーを単離した。 

得られた Rhizobium接合伝達株から，Casseら (1979) の方法に従って粗プラ

スミドを抽出し，電気泳動によって移行したプラスミドの有無を確認した。電

気泳動は 0.7% agarose, 100V, 90minの条件とした。接合伝達株は，阿部ら (Abe et 

al., 1998) による，random amplified polymorphic DNA genotyping (RAPD) によっ

て R. leguminosarum bv. trifolii H1由来であることを確認した。 

 

5-2-2 Southern hybridization 

プローブは R. l. bv. trifolii 4Sの nodBADF領域を，pC4S8 (Abe et al., 1998) を
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鋳型とした polimerase chain reaction (PCR) で増幅して用いた。プライマーは

5′-TCAACGATACAATCGACTCCG-3′と 5′-TACGATTCTCAAGCGCCGCTC-3′を

用いた。プローブはMegaprime DNA Labelling System (GE Healthcare UK Ltd., 

Buckinghamshire, U.K.) を用い，[α-32P] dCTPでラベルした。ハイブリダイゼー

ションは 5 × SSC (1 × SSC is 0.15M NaCl and 0.015M sodium citrate), 10 × 

Denhardt’s solution (0.1% Ficoll, 0.1% PVP, 0.1% BSA), 0.2% BSA, 50% formamide, 

0.5% SDS, 50 µg/ml salmon sperm DNAを用い，45°C，overnightの条件で行った。

フィルターは 0.1 × SSC, 0.1% SDSを使用し，65°Cで洗浄した。 

 

5-2-3 クローバへの菌接種試験，及び窒素固定活性の測定 

ホワイトクローバ (Trifolium repens L. cv. Ladino) を使用した。種子は表面殺

菌のため 0.5% NaClOと 0.1% Tween 20で 30分間，室温で振盪し，滅菌水で洗

浄したものを使用した。0.7% agar plate上に播種し，暗所で 24 h，24°Cでインキ

ュベートした。0.7% agarを含む Fåhraeus培地 (Fåhraeus, 1957) 上に植え，107~108 

cell/mlの濃度の菌液をホワイトクローバの根に接種後，24°C，明期 14 hの条件

下で培養した。菌液は TY液体培地で対数増殖期後期まで培養し，S.D.W.で洗浄

したものを用いた。 

窒素固定活性はアセチレン還元活性  (Hardy et al., 1968) を Gas 

chromatography GC-3BF (Shimadzu, Kyoto, Japan) で測定した。カラムは Porapak N，

カラムサイズ; 3 mm × 100 cmを用い，effluent gasはN2，50 ml/min，検出温度; 60°C

の条件で分析し, 検出器は FIDを用いた。 

 

5-2-4 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

プラグの作製は Rice ら (1999) の方法を一部改変して行った。TY 液体培地

で対数増殖期後期まで培養した菌液 50 µlを取り，30 secボイルした後，氷水で
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急冷した。滅菌水で洗浄後，集菌し，上清を捨て，100 µl EET buffer [100 mM EDTA, 

10 mM EGTA in 10 mM Tris-HCl (pH8.0) ] に懸濁した。菌体は EET bufferに懸濁

した。菌懸濁液と等量の 65°C，1.6% Chromosomal Grade Agarose (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA) を混和し，plug-molds (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA) に流し込んで完全に固化させた。agarose plugは，1 ml EET-LS buffer (1ml of 

EET buffer containing 200 µg/ml lysozyme and 0.05% N-lauroylsarcosine sodium salt)

を含む，滅菌 50 ml遠心チューブで 37°C, 3 hインキュベートした。バッファー

を捨てた後，1 ml EET-SP buffer [1 ml of EET buffer containing 1 mg/ml proteinase K 

and 1.0% (w/v) sodium lauryl sarcosine] を加え，50 °Cで一夜インキュベートした。

次に，バッファーを捨て，40 ml TE buffer (pH8.0) にて 30 min静置する操作を 4

回繰り返すことで，agarose plugを洗浄した。agarose plugは，滅菌した 4 °C TE 

buffer中で保存した。制限酵素処理する際，各 agarose plugは適当なサイズに切

ったものを使用し，前処理として 500 µlの適切な制限酵素バッファー中で 20 min，

室温でインキュベートした。制限酵素は 50 U使用し，PacI,は 37 °C，SwaIは 25 °C

で over nightインキュベートした。 

PFGEは CHEF Mapper electrophoresis system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA)を用いて行った。泳動条件は 1% Chromosomal Grade Agarose (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA)，12°Cの 0.5 × TBE bufferで行い，電圧 6V/cm，20 h，

20-120 sec, pulse timeとした。サイズマーカーは Sacchatomyces cerevisiae standard 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, U.S.A.)を用いた。 

DNAフラグメントは 0.5 µg/ml ethidiumbromideで 30 min染色し，260 nmの

波長の紫外線で検出した。 
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5-3 結果 
 

5-3-1 Afcs1株と H1株間における pRt4Sa::Tn5-mobの移行 

H1株を recipient，Afcs1株を donorとして triparental matingを行い，Afcs1株

の linear chromosomeに組み込まれたpRt4Sa::Tn5-mobの移行を試みた。その結果，

57 菌株が得られ，RAPD 法により全て Rhizobium 由来であることを確認し，

H1tr-strainsと名付けた。全 H1tr-strainsはホワイトクローバに窒素固定活性を有

する根粒を形成し (Fig. 9 A，B)，4S5株によって形成された根粒と同程度の窒

素固定能を示すことを確認した。H1tr-strainsのうち 18株をランダムに選抜して

H1tr1~ H1tr18 株とした。それぞれの菌株から total DNA を抽出し，

pRt4Sa::Tn5-mob の移行確認を行った。17 株については，pRt4Sa::Tn5-mob と同

サイズのプラスミドが検出されたが，H1tr1 株では pRt4Sa::Tn5-mobが検出され

なかった（Fig. 9 D）。pRt4Sa::Tn5-mobと同サイズのプラスミドが検出された菌

株の一つである H1tr7株と，検出されなかった H1tr1株に対し，4S株の nodBADF

をプローブとした Southern hybridizationを行った。その結果，H1tr7株では移行

が検出されたプラスミドと total DNA断片にハイブリダイズし，H1tr1株では total 

DNA断片にのみシグナルが検出された（Fig. 9 E）。 

 

5-3-2 H1tr1株における pRt4Sa::Tn5-mob 

H1tr1株ゲノム中にAfcs1株より移行した pRt4Sa::Tn5-mobが保持されている

ことを確認するため，R. leguminosarum bv. trifolii 4S株と 4S5株，及び H1tr1株

の total DNAの SwaI，及びPacI消化産物を PFGEにより分離し，4S株の nodBADF

をプローブとした Southern hybridizationを行った。その結果，H1tr7株では 4S

株，4S5株同様，pRt4Sa::Tn5-mobに相当するフラグメントへの nodBADFがハイ

ブリダイズが検出されたが，H1tr1株では異なるフラグメントへのハイブリダイ
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ズが検出された (Fig. 10 B)。このフラグメントのサイズは 610-kb以上であり，

また，単一のフラグメントとして検出されていたことから，pRt4Sa::Tn5-mobが

完全な状態で H1株の主染色体に挿入されていたものと推測できる。 
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5-4 考察 
 

Afcs1株を供与株，H1株を受容株とした triparental matingの結果，Rhizobium

接合伝達株 H1tr-strainsを得ることができた。また，H1tr-strainsはホワイトクロ

ーバに R. leguminosarum bv. trifolii 4S5株と同程度の窒素固定活性を有する根粒

を形成した（Fig. 9 A, B）。18株中 17株では pRt4Sa::Tn5-mobと同サイズのプラ

スミドの移行を確認し（Fig. 9 C, D），一方，H1tr1株では pRt4Sa::Tn5-mobが主

染色体内へ組み込まれていることが示唆された（Fig. 10 A, B）。再移行した

pRt4Sa::Tn5-mobの存在形態によらず，ホワイトクローバに窒素固定活性を有す

る根粒を形成したことは，R. leguminosarum bv. trifolii 4S の共生プラスミド

pRt4Sa上の遺伝子が不足，Afcs1株の linear chromosomeで共生アイランドとし

て，不足なく保持されていたことを示している。 

pRt4Sa::Tn5-mobの転移の際も，他の conjugative element同様，前段階として

linear chromosome から切り出され環状化することが考えられる。 linear 

chromosomeからの切り出し経路としては，pRt4Sa::Tn5-mobの両末端に同方向の

IS50Rが存在することから，IS50R間における相同組換えによる経路と，Tn5の

IS50R にコードされている transposase による head-to-tail 構造をとる経路が考え

られる。Mavinguiら (1998) によると，Rhizobium tropiciの共生プラスミドでは，

同方向の ISRtr1 が両末端に存在する共生関連遺伝子を含む 60-kb の領域

（AMPRtrCFN299pc60）が，何らかの理由によってプラスミド上に複製されるこ

とがあると報告している。AMPRtrCFN299pc60は mob遺伝子を挿入することで

可動化し，Agrobacterium へ水平伝達可能であった。切り出しについては ISRtr1

間の相同組換えと考えられている。また，挿入配列（IS）が同一レプリコン内で

同方向の重複が生じた場合のもう一つの挙動として，互いの inverted repeats (IR) 

を連結し，tandem dimer (head-to-tail dimers) を持つ環状 DNAとしての切り出し
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が挙げられる。この様な経路による切り出しは，IS30 (Szeverenyi et al., 2003)，IS21 

(Reimmann et al., 1989) を始め，いくつかの ISで確認されているが (Prudhomme 

et al., 2002; Reimmann et al., 1989; Szeverenyi et al., 2003; Turlan et al., 2000)，IS50

では確認されていない。IS21で構成された head-to-tail dimerを保持する replicon

は高効率で fusion replicon (cointegration) を引き起こすことが知られている 

(Berger et al., 2001)。しかし，Afcs1株における pRt4Sa::Tn5-mobの切り出し機構

において結論を出すためには，より詳細な調査が必要である。 

H1tr1株は，pRt4Sa::Tn5-mobが主染色体に組み込まれたにもかかわらず（Fig. 

10 A, B），窒素固定能を示す根粒を形成した。PFGEの結果からも，主染色体に

組み込まれた pRt4Sa::Tn5-mobはプラスミドとして切り出されることなく，安定

に保持されているといえる（Fig. 10 A, B）。代謝系関連遺伝子 (Hochhut et al., 

1997; Ravatn et al., 1998)，病原性遺伝子 (Hacker et al., 2000) 等，一連の replicon

はインテグラーゼによる部位特異的組換えで宿主ゲノムに組み込まれている。

本論の結果は，ゲノムからの共生窒素固定関連遺伝子の切り出しや組込みに，

トランスポゾンや ISが関与していることを示している。トランスポゾンや ISが

細菌に普遍的に存在することを考慮すると，根粒菌の遺伝的多様性を生み出す

大きな要因の一つであることは充分に考えられる。 
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第 6章：結論  

 
根粒菌は，マメ科植物の根に根粒を形成し，大気中の窒素分子をアンモニウ

ムイオンへ還元し，宿主である植物へ供給している。植物との共生窒素固定に

必須な根粒菌側の遺伝子である nod genes，nif genesは，Rhizobiumや Sinorhizobium

では巨大なプラスミド（共生プラスミド ; pSym）上に，Mesorhizobium や

Broadyrhizobium では染色体上にクラスターを形成して（共生アイランド）存在

する。共生プラスミド，及び共生アイランドは自己伝達能を持つものも存在し 

(Brom et al., 2004; Rao et al., 1994)，根粒菌に属さない共生菌種も根粒から単離さ

れている (Moulin et al., 2001; Sullivan et al., 1995; Sy et al., 2001; Velázquez et al., 

2005)。 

本論では，pSym の異種菌株間における水平伝播と，植物との共生能の発現

について調査するため，Tn5-mob で可動化させた Rhizobium leguminosarum bv. 

trifolii 4S5の pSym (pRt4Sa::Tn5-mob) を，Agrobacterium tumefaciens A136 (pTi消

去株) へと接合伝達した (Fig. 2)。伝達効率は 1.56×10-7events/recipient cellであっ

た。得られた Agrobacterium接合伝達株は，ホワイトクローバの根に白色の窒素

固定活性のない根粒を多数形成した（Fig. 3 C, D）。Agrobacterium接合伝達株か

らプラスミドを抽出し，pRt4Sa::Tn5-mob の移行を確認したところ，移行した

pRt4Sa::Tn5-mobが検出される株（Afp株）と，検出されない株（Afcs株）に分

けられた（Fig. 3 A, B）。Afcs 株の一つである Afcs1 株を用いて，移行した

pRt4Sa::Tn5-mobの存在を Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) で解析したとこ

ろ，Afcs1株では pRt4Sa::Tn5-mobが linear chromosomeに組み込まれていること

が示唆される結果が得られた（Fig. 4）。PFGEと Southern hybridizationによって

pRt4Sa::Tn5-mob の組込み位置について詳細に解析したところ，Afcs1 株 linear 

chromosomeの int geneに組み込まれていることを確認した（Fig. 5）。さらに，
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Afcs1株のゲノムライブラリーを作製し，pRt4Sa::Tn5-mobと int geneの連結部位

を解析した。その結果，組み込まれた pRt4Sa::Tn5-mobの両末端には，Tn5の挿

入配列（insertion sequence ; IS）である IS50Rが同方向で存在し（Fig. 6），これ

ら IS50R の linear chromosome 側の近傍には，組み込みターゲットとなった int 

gene中の 9 bpの重複がみられた（Fig. 7）。以上の結果は，Afcs1株においては，

Agrobacterium に移行させた pRt4Sa::Tn5-mob が Tn5 (IS50R) を介して linear 

chromosomeの int geneに組み込まれ，共生アイランド化していることを示して

いる。 

次に，Afcs1株を donorとし，R. leguminosarum bv. trifolii H1 (R. leguminosarum 

bv. trifolii 4S より pSym を消去した株) を recipient とした接合伝達により，

Rhizobium接合伝達株 H1tr株を得た（Fig. 1）。全ての H1tr株はホワイトクロー

バに窒素固定能のある根粒を形成することを確認した（Fig. 9 A, B）。これらの

株より 18 株をランダムに選択し，pSym の再移行について調査したところ，1

株（H1tr1株）を除く 17株 (H1tr2~H1tr18株) で，4S5株の pRt4Sa::Tn5-mobと

同サイズのプラスミドが検出できた（Fig. 9 D, E）。これは，Afcs1株の共生アイ

ランド化した pRt4Sa::Tn5-mobが linear chromosomeより切り出され，H1株へと

移行し，再びプラスミドの形態を取り得ることを示す結果である。 linear 

chromosomeからの pRt4Sa::Tn5-mobの切り出しは，両末端の IS50R間における

相同組換えが予想されるが，詳細な解析が必要である。一方，H1tr1株では，Afcs1

株と同様に，移行した pRt4Sa::Tn5-mobが H1株の主染色体に組み込まれている

ことを Pulsed-field gel electrophoresisと Southern hybridizationによって確認した

（Fig. 10）。これは，Afcs1株が水平伝達によって獲得した pRt4Sa::Tn5-mobを，

共生能が機能する状態，且つ再移行可能な共生アイランドとして linear 

chromosomeに保持していることを示す結果である。加えて，Agrobacterium接合

伝達株が根粒形成能のみを示し，窒素固定能を示さなかったことは，窒素固定
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能関連遺伝子，及びそれと同じプロモーターで制御を受けている遺伝子が

Agrobacterium接合伝達株内で機能していないことを示唆している。 

根粒菌ゲノム上には多くの ISが確認され (Freiberg et al., 1997; Gottfert et al., 

2001; Kaneko et al., 2000; Kaneko et al., 2002)，ゲノムの構造比較によって ISが共

生関連遺伝子の転移や再構築に関わっていることが示唆されていた (Uchiumi et 

al., 2004)。本論の Afcs1株において確認された，Tn5 (IS50) の挿入機構を介した

共生プラスミドの共生アイランド化は，トランスポゾンや ISが共生遺伝子群の

存在形態に関わり，根粒菌の遺伝的多様性を生み出す一因となっていることを

示すものである。 
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Figure legends 

 

Figure 1.  Schematic presentation of horizontal gene transfer. 

There are three pathways for horizontal gene transfer. Transduction is a specific 

horizontal gene transfer, as bacteriophges have a limited host range. Transformation can 

be considered the only prokaryotic horizontal gene transfer process. Approximately 90 

transformable bacterial species have been identified, but not all are known to be 

competent for DNA uptake in the natural environment. Transformation involves the 

induction of competence, DNA binding, DNA fragmentation, DNA uptake and stable 

maintenance of the acquired DNA either by recombination or by recircularization of 

plasmid DNA. Conjugation means that the transfer of DNA between bacterial cells after 

cell-cell contact. Conjugation is mediated by mobile genetic elements (usually plasmids 

or transposons) and is unidirectional and conservative (a copy of the DNA remains in 

the donor strain). 

 

Figure 2.  Schematic presentation of pSym transfer by conjugation between 

Rhizobium and Agrobacterium. 

Agrobacterium transconjugant Afp and Afcs strains were generated by the first 

conjugation procedure, and the Rhizobium transconjugant H1tr strains were generated 

by the second. Km, kanamycin; Rif, rifampicin; Nal, nalidixic acid. 

 

Figure 3.  Plasmid profile and nodulation of Agrobacterium strains. 

(A) Agarose gel electrophoresis of total DNA from the Agrobacterium strains. (B) 

Southern hybridization using nodBADF of R. leguminosarum bv. trifolii 4S as a probe. 

(C) Root nodules formed by Agrobacterium transconjugant Afp1 in white clover. (D) 
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Root nodules formed by Afcs1. (E) Root nodules induced by R. leguminosarum bv. 

trifolii 4S5. All plants are shown 5 weeks after inoculation. Bar = 1 cm. Closed 

arrowheads in panels (A) and (B) indicate pRt4Sa::Tn5-mob. Open arrowheads in panel 

(B) indicate fragmented DNA containing both chromosomal and plasmid DNA. 

 

Figure 4.  Pulsed-field agarose gel electrophoresis of PacI and SwaI digests of 

genomic DNA from the Agrobacterium strains. 

Agrobacterium transconjugant Afcs1 lacks the 980-kb (PacI) and 779-kb (SwaI) 

fragments (indicated by asterisks), and carries two fragments (~612 kb and ~534 kb; 

closed arrowheads) in the SwaI digest. Specific fragment (~325 kb; open arrowhead) in 

the SwaI digests of Agrobacterium transconjugant Afp1 were identified as the linear 

form of pRt4Sa::Tn5-mob. Lane M, size markers. 

 

Figure 5.  Identification of the integration site of pRt4Sa::Tn5-mob in the linear 

chromosome of Agrobacterium. 

(A) Pulsed-field gel of the SnaBI- and XbaI-digests of genomic DNA from 

Agrobacterium strains. (B) to (D) Southern hybridization of the SnaBI and XbaI digests 

of genomic DNA from Agrobacterium strains. The probes used are named at the bottom 

of each panel. (F) Physical map of the restriction sites and locations of the probes for 

identifying the integration site at the 706.7 and 1330.9 kb positions in the linear 

chromosome of Agrobacterium. Closed arrowheads indicate SnaBI restriction sites. 

Open arrowheads indicate XbaI restriction sites. Probes S5, X15, X16-17, and S5-2 lack 

tRNA genes. Probe S5-2 includes the entire int gene. Lane M, size markers. 

 

Figure 6.  Physical map of the left and right junctions of the pRt4Sa::Tn5-mob and the 
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linear chromosome of Agrobacterium transconjugant Afcs1. 

A portion (406-bp) of the int gene of A. tumefaciens (positioned between base pairs 

926,945 and 927350) is located at the left junction, while another portion (794-bp) of 

the gene (positioned between base pairs 927,342 and 928,135) is located at the right 

junction. The targeted int gene is indicated by the hatched box. At the left end of 

pRt4Sa::Tn5-mob, IS50R and the sequences of pSUP5011 are located downstream of 

the another portion of the int gene. At the right end of pRt4Sa::Tn5-mob, the entire 

Tn5-mob is inserted, and two open reading frames are located upstream of the divided 

int gene. These open reading frames are homologous to Bradyrhizobium japonicum 

ABC transporter permease protein and to B. japonicum ABC transporter 

substrate-binding protein. Amp, ampicillin resistance gene; cm, chloramphenicol 

acetyltransferase gene; tet, tetracycline resistance gene. 

 

Figure 7.  Scheme for the both junction regions of pRt4Sa::Tn5-mob and comparison 

of their sequences. 

The integrated pRt4Sa::Tn5-mob into Agrobacterium linear chromosome was 

flanked with the divided int gene (406 bp at left and 794 bp at right) and the IS50R 

sequences in the same orientation at both junctions. Comparison of the sequences 

between the both junctions revealed that nine base pairs of the int gene were duplicated 

at both junctions. 

 

Figure 8.  Tn5 structure and schematic diagram of the Tn5 transposition mechanism. 

(A) Tn5 structure. Transposable insertion sequence IS50s bracket three antibiotic 

resistance genes, kanamycin and neomicyn (km/nm), bleomycin (bm), streptomicyn (str). 

The IS50 elements are defined by two 19 bp sequences termed the outside end (OE) and 
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inside end (IE). One of the elements, IS50R, encodes transposon (Tnp) and an inhibitor  

(Inh) of transposition. (B) Tn5 transposition mechanism. Synaptic complexes are 

formed after Tnp bindes to the ends and then dimerizes forming both Tnp-Tnp. The 

released synaptic complex then captures target DNA (9 bp) and strand transfer occurs. 

After strand transfer complex disengagement, the host fills in the two 9 bp gaps at either 

end of the integrated gaps. 

 

Figure 9.  Root nodules induced by Rhizobium strains, and characterization of 

plasmids in Rhizobium strains. 

Root nodules induced by Rhizobium transconjugants (A) H1tr1 and (B) H1tr7 and 

by (C) R. leguminosarum bv. trifolii 4S5. Host white clover seedlings were cultivated 

for 35 days after inoculation with each bacterial strain. (D) Agarose gel electrophoresis 

of total DNAs isolated from the Rhizobium strains. (E) Southern hybridization using the 

nodBADF region of R. leguminosarum bv. trifolii 4S as the probe. Bars in panels (A) to 

(C) = 1 cm. Closed arrowheads in panels (D) and (E) indicate pRt4Sa::Tn5-mob. Open 

arrowheads in panel (E) indicate total DNA fragments hybridized with the nod gene 

probe.  

 

Figure 10.  Agarose gel electrophoresis and Southern hybridization of PacI and SwaI 

digests of genomic DNA from Rhizobium strains. 

(A) and (C) Pulsed-field gel of the PacI or SwaI digests of Rhizobium strains. (B) and 

(D) Southern hybridization using the nodBADF region of R. leguminosarum bv. trifolii 

4S as the probe. Asterisks in panels (A) and (C) indicate the fragments hybridized with 

the nod gene probe in panels (B) and (D). No hybridized fragment was detected in strain 

H1. Lane M, size markers. 


