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第一章 緒 論 

 

細菌の遺伝物質としては、染色体がある。染色体は、細菌において必須のもので、

通常 1 つしか存在しないが、遺伝学的に rRNA 遺伝子を持つものと定義することで、

複数有するものも知られている（腸炎ビブリオ 1)やセパシア菌 2)では複数の染色体

DNA が存在する）。染色体以外に自己複製能をもつ DNA（レプリコン）としては、

プラスミド（大きさに規定はなく、小さいものから大きいものまで様々で、染色体と

異なり rRNA（リボゾーム RNA）遺伝子を持たない DNA で同一のプラスミドがひと

つの細菌細胞内に複数コピー存在する場合がある）や細菌のウイルスであるバクテリ

オファージ（プラスミドと区別が容易でない場合もある）が知られている。これらは、

細胞質に存在する DNA（遺伝情報を持つもの）ということでエピソーマル（episomal）

DNA と総称される。これらの染色体以外の遺伝物質は、菌の生存に必須ではないが、

菌の性質（特定の菌名も含めて）を決めている場合がいくつか知られている。例えば、

赤痢菌 3)では染色体自身は大腸菌とほぼ同じであるが、毒素遺伝子などを保有するプ

ラスミドが存在することで赤痢菌としての生物学的、免疫学的性質を示す。また、炭

疽菌 4)も染色体は近縁菌種であるセレウス菌とほぼ同じであり、炭疽菌としての生物

学的特徴は、保有する大きな 2 種類のプラスミドに由来する。これらの菌ではプラス

ミドは病原性にも重要で、赤痢菌 3)では、毒素や病原性に重要な遺伝子は大きなプラ

スミドにあり、炭疽菌 4)では、毒素遺伝子などを含むトランスポゾンがプラスミドに

ある。また、ボツリヌス菌では、多くの病原性を持つ株は毒素遺伝子が染色体上では

なくプラスミドやファージに存在することが知られている。ウエルシュ菌についても、

遺伝学的に多くの毒素遺伝子がプラスミドに存在することからプラスミドが病原性

に重要であることが報告されている 5, 6)。 

ウエルシュ菌（Clostridium perfringens）は、土壌、淡水、海水、ヒトや動物の腸

管、食品など生活に密着した環境に幅広く存在することが知られている。一方で、ウ

エルシュ菌は、病原性の強い細菌の一つとして古くから知られており、ヒトではガス

壊疽に代表される致死性化膿性感染症や規模の大きな食中毒を起こす。また、動物で
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は毒素に起因する致死性感染症を起こし、多大な経済的損失をもたらす。古くから知

られている主要毒素の産生パターンからウエルシュ菌は、A－E 型の 5 つの型に分類

されている（表 1）。主要毒素とは、染色体上に遺伝子を持つ α 毒素とそれに加えて

プラスミド上に遺伝子が存在する β、ε、ιの 3 種類の毒素のことである。その他の重

要な毒素としては、食中毒に代表されるヒト腸管病原性に重要なエンテロトキシン

（エンテロトキシンは、その遺伝子が染色体に存在する株とプラスミド上に持つ株が

ある非常に特異な毒素である）、最近見つけられたニワトリなどの鳥類の壊死性腸炎

の主要毒素である NetB 毒素などもその遺伝子はプラスミドにある 5, 6)。ウエルシュ

菌が疾患を起こすために必須の毒素遺伝子、つまり、多くの重要な毒素遺伝子がプラ

スミドに存在することから、毒素遺伝子を持つプラスミドは、病原性に必須と考えら

れる。また、病原性との関連が深い毒素の遺伝子の多くが染色体ではなくプラスミド

に存在することは、ヒトや多くの動物で様々な病気の原因となる多様性が認められる

ことに関連していると推測される。 

 

ウエルシュ菌の型別に応用されているいわゆる主要毒素やヒトの腸管病原性に最

も重要なエンテロトキシンの遺伝子を保有しているプラスミドのいくつかについて

は全塩基配列が明らかにされており、遺伝学的に詳しく解析できるようになった 5, 6, 7, 

8, 9)。しかし、主要毒素遺伝子を保有するプラスミド上に認められる遺伝子の多くは、

機能が不明である。全塩基配列が決定されている主要毒素遺伝子を保有するプラスミ
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ドでは約 30 kb という比較的大きい連続した保存領域が共通して認められる 5, 6)。こ

の領域には、プラスミドの複製や分配に関連した領域が同定されており、分子生物学

の手法によりその機能がある程度推測されてきている 5, 6, 10)。しかし、プラスミドの

複製や分配に関連した遺伝子群の詳細については研究が始まったばかりである。この

大きな保存領域で最も詳しく検討されているのは、プラスミドの伝達装置に関連した

タンパク質の遺伝子群がある 5, 6)。ウエルシュ菌のプラスミド伝達装置は大腸菌で詳

細に調べられている伝達装置と比較するとかなりの相違が認められ、ウエルシュ菌の

毒素遺伝子を保有するプラスミドに特有のものであることが知られている 5, 6)。約 30 

kb の大きい保存領域には、その他にアデニンメチル化酵素、シトシンメチル化酵素

や比較的大きいコラーゲン結合蛋白に相同性を持つタンパク質などが認められるが、

その働きについては現在までのところほとんど研究がされていない。一方、非保存領

域には、機能がはっきりしている毒素遺伝子の領域を除いて、ほとんどの遺伝子が機

能だけでなく、実際に発現しているかどうかも不明である。 

毒素遺伝子保有プラスミドの全塩基配列の情報を利用して、多くの病原性株に存在

する主要毒素遺伝子保有プラスミドについて共通性や多様性について調査が行われ

てきた 5, 6)。その結果、プラスミドの複製や伝達に関連した遺伝子群を含む約 30 kb

の保存領域は、一部の株のプラスミドを除いてほとんどの病原性株のプラスミドで認

められることが明らかとなり、毒素遺伝子保有プラスミドは保存領域という基本構造

を有することが報告された 5, 6)。一方、毒素遺伝子を含む非保存領域については、か

なりの多様性があることも判明した 5, 6)。これらのことから、毒素遺伝子保有プラス

ミドについては、プラスミドの伝達など遺伝学的背景がある程度解明された。しかし、

ウエルシュ菌の病原性株には、毒素遺伝子保有プラスミド以外にも多くのプラスミド

がしばしば認められる。しかしながら、ウエルシュ菌の存続や病原性などにおけるそ

れらの共存プラスミドの役割はほとんど知られていない。 

毒素遺伝子を保有するプラスミド以外のプラスミドについて、近年の分子生物学的

方法を用いた全塩基配列の決定による研究がいくつか報告されている 5, 6, 8, 9)。全塩基

配列が報告されているプラスミドには、毒素遺伝子保有プラスミドと共存するテトラ
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サイクリン耐性遺伝子をもつ pCW3 プラスミド 5, 6, 10)、毒素遺伝子保有プラスミドを

持たない Strain 13 株に存在する pCP13 プラスミド 11)や CPN50 株に認められるバ

クテリオシン遺伝子を持つ pIP404 プラスミド 12)が知られている。また、我々が以前

にシークエンスを行った pBCNF5603 プラスミドもある。テトラサイクリン耐性遺伝

子を持つ pCW3 プラスミドは、典型的な毒素遺伝子保有プラスミドの保存領域、つ

まり、プラスミドの複製やプラスミドの伝達に関連した遺伝子群を含む領域を保有し

ており、典型的な毒素遺伝子保有プラスミドの亜型であると考えられる 5, 6, 10)。一方、

分子生物学的研究の実験にしばしば用いられているStrain 13株に認められるpCP13

プラスミド 11)には、β2 毒素の遺伝子が認められるが、毒素遺伝子を持つ典型的なプ

ラスミドに認められる保存領域を保持せず、その複製やこのプラスミド上に認められ

るその他の遺伝子の機能についてはほとんど研究されていない。また、α毒素以外の

毒素遺伝子を持たない株である CPN50 株に認められるバクテリオシン遺伝子を保有

する pIP404 プラスミドは、プラスミドの複製に必須の Rep タンパク質をコードして

いる遺伝子が同定されている 12)。この Rep 遺伝子を用いて、大腸菌とウエルシュ菌

のシャトルベクターが作成されており、分子生物学的研究に応用されている 13, 14)。

また、この pIP404 プラスミドでは、バクテリオシン遺伝子とバクテリオシン発現制

御領域が詳しく研究されている 15, 16)。しかし、pIP404 プラスミドを持つ CPN50 株

は、α 毒素以外の毒素遺伝子を保有する株ではないため、pIP404 プラスミド自身の

病原性における関与については不明である。一方、病原性株に認められる全塩基配列

（おそらく）の決まっている共存プラスミドが GenBank にいくつかみられるが、そ

の役割はほとんど研究されていない。しかし、病原性ウエルシュ菌株が、毒素産生に

より致死性の疾患を起こすためには、環境に広く分布している非病原性のウエルシュ

菌や他の細菌を抑えて大量に増殖し、病原性発現に十分な量の毒素を産生することが

必要であると考えられる。この点について病原性株に毒素遺伝子保有プラスミドと同

時に存在するプラスミドが病原性発現に関与している可能性が考えられる。 

本研究室では、細胞レベルにおける病原性に重要な主要毒素の作用機序について

様々な面から研究を続けている。本研究では、病原性の発現に最も重要な毒素の分子
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生物学的活性という視点から少し離れて、毒素産生ウエルシュ菌が病原性を発揮する

ために十分な量の毒素を産生する必要があるという点に注目した。そこで、毒素産生

能を持ったウエルシュ菌株が大量に増殖することを可能にすることで病原性に関わ

っているであろうと考えられる因子を分子生物学的手法により遺伝学的観点から検

討した。特に、多くの毒素遺伝子がプラスミドに存在するという点を考え、病原性株

において毒素遺伝子保有プラスミドと共存するプラスミドに注目した。今回、腸管病

原性株である F5603 株のエンテロトキシン遺伝子保有 pCPF5603 プラスミドと同時

に存在し、以前にその全塩基配列を決定した pBCNF5603 プラスミド（参考資料 13、

14）に認められるいくつかの遺伝子の機能を明らかにした。 

pBCNF5603 プラスミドは、36,695 塩基対（アクセッション番号：AB189671）か

らなっており、PFGE の結果から推測されるエンテロトキシン遺伝子保有プラスミド

と共存するプラスミドの大きさ、約 40 kb とほぼ同様の大きさである（図 1）。この

プラスミドの GC%は 25.4％で、共存するエンテロトキシン遺伝子保有プラスミド

pCPF5603 の GC%の 25.3%8)とほとんど同一で、もうひとつのプロトタイプのエン

テロトキシン遺伝子保有プラスミド pCPF4969 の GC%、26.6%よりやや低い。 
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第二章 腸管病原性ウエルシュ菌 F5603株中のエンテロトキシン遺伝子

保有プラスミドと共存するプラスミド（pBCNF5603） 

 

本研究では、ウエルシュ菌 F5603 株を使用した。F5603 株は、ヒトの下痢症患者

に由来し、腸管毒であるエンテロトキシンの産生能が確認されており、腸管病原性を

持つと考えられている。この株のエンテロトキシン遺伝子保有プラスミドは、全塩基

配列がすでに報告 8)されており、この株のエンテロトキシン遺伝子保有プラスミドは、

大きく 2 種類に分けられるエンテロトキシン遺伝子保有プラスミドのプロトタイプ

の一つである 5, 6)。また、この F5603 株には、以前に行った PFGE（Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis）法による解析（図 1）で、エンテロトキシン遺伝子を保有するプラ

スミドと同時に pBCNF5603 プラスミド（約 37 kb）が認められる 8)。エンテロトキ

シン遺伝子保有プラスミドだけでなく、同時に存在しているプラスミドも非常に安定

して存在するプラスミドであることから、このプラスミドも本株の病原性に関わる因

子を保有する可能性が考えられる。そこで、実際にどのような遺伝子がこのプラスミ

ドに存在し、それらの遺伝子にどのような機能を持つ可能性があるのかについて検討

し、本プラスミドの病原性への関与についての役割を明らかするする目的で研究を行

った。 

 

2－1．pBCNF5603 と pCP8533S12 に認められる遺伝子の機能の推定 

＜使用したソフトウェア＞ 

ORF Finder ソフトウェア（NCBI） 

BLAST ソフトウェア（NCBI） 

＜方法＞ 

2 種類のプラスミドの塩基配列を用いて、NCBI の ORF Finder プログラムを利用

し、Open Reading Frame（ORF）を推測し、その後、開始コドン上流の SD 配列

（Shine-Dalgarno 配列）を推測し、ORF の開始コドン（細菌の場合、開始コドンは、

ATG だけでなく TTG、GTG、CTG なども開始コドンとして働くため）を決定し、
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ORF を決定した。NCBI の BLAST プログラムを利用して、決定した各 ORF と相同

性を持つ遺伝子の遺伝情報を調査し、その機能を推測した。 

 

＜結果と考察＞ 

エンテロトキシン遺伝子保有プラスミドと共存する pBCNF5603 プラスミドの推

測される遺伝子は 36 個で、そのうち pCP13 プラスミドの遺伝子と相同性を持った遺

伝子が 15 個、pIP404 プラスミドの遺伝子と類似したものが 8 個認められた。相同性

から pCP13 プラスミド上の遺伝子の領域は、2 つの連続した領域として認められ、

pIP404 プラスミドの遺伝子も 2 つの連続した領域として認められた。これらのこと

から、pBCNF5603 プラスミドの中心となる部分は、pCP13 プラスミドと pIP404 プ

ラスミドがモザイク状に組合わされたものと考えられた（図 2、表 2）。 

相同性検索の結果、17 個の遺伝子の機能を推測することができた。主なものには、

pCP13 プラスミド上の遺伝子と相同性のあるプラスミドの分配と関連を持つ ParA

（Soj）遺伝子、ParB 遺伝子や細胞壁結合タンパク質の 3 つが認められた 11)。また、

pIP404 プラスミドの遺伝子と相同性を持つものには、UviA 遺伝子、UviB 遺伝子、

バクテリオシン遺伝子のバクテリオシン産生系の遺伝子群、プラスミドの複製系の複

製開始タンパク質（Rep）遺伝子、Cop（Copy number protein）遺伝子が認められ

た 12)。その他のものでは、エンテロコッカス属の二成分制御系の遺伝子、ABC 型の

物質転送系の遺伝子群が認められた。さらに、GenBank 上の遺伝子と相同性を持た

ないものが 3 個、相同性を持つが機能未知の保存推測タンパク質（Conserved 

hypothetical protein）遺伝子 9 個と推測タンパク質（Hypothetical protein）遺伝子 

7 個が認められた。これらの機能未知のものの中にはウエルシュ菌の染色体上の遺伝

子と相同性を持つものが 2 個存在していた 11)。 

プラスミドの複製に関連する遺伝子としては、pIP404 プラスミドと相同性を持つ

ORF が認められた。しかし、pCP13 プラスミドの複製に関連した遺伝子は認められ

なかった。これは、pCP13 プラスミドのプラスミドの複製に関与する遺伝子が同定

されていないことと関係すると考えられる。 
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Ｂ型 NCTC8533 株の pCP8533S12 プラスミドも pBCNF5603 プラスミドと同様

の方法で解析した結果、推測される ORF は 16 個であった（図 2、表 3）。このうち

機能を推測できたものが 9 個存在していた。この中には、菌の移動に関連した Mob

遺伝子群の一部、バクテリオシン様のタンパク質をコードする遺伝子、プロテアーゼ

遺伝子、プラスミドの複製に関連する Rep 遺伝子、ABC 型の物質転送関連の遺伝子

群、DNA に関連を有するリラクサーゼ（relaxase）遺伝子やレゾルバーゼ（resolvase）

遺伝子と相同性を持つ遺伝子が認められた。プラスミドの複製に必須の Rep 遺伝子

は、pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子と相同性を持っていた 12)。 

今までの研究から得られた塩基配列を比較すると、NTCC8533 株の ε 毒素遺伝子

保有プラスミド、β 毒素遺伝子保有プラスミド、λ 毒素遺伝子保有プラスミド（ウレ

アーゼ遺伝子群も保有）は、ATCC3626 株のそれぞれの毒素遺伝子保有プラスミドの

塩基配列と非常に類似していた（未発表データ）。これらの毒素遺伝子保有プラスミ

ドに加えて、この小さいプラスミドがほとんど同じであることから、NCTC8533 株

と ATCC3626 株は同じ由来であることが考えられる。 
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第三章 pBCNF5603 のバクテリオシン（BCN5603）について 

 

3－1．BCN5603 遺伝子の比較ゲノム学的検討 

すでに述べたように、腸管病原性ウエルシュ菌 F5603 株のエンテロトキシン遺伝

子保有プラスミドと同時に存在する pBCNF5603 プラスミド上に、バクテリオシン遺

伝子とその制御遺伝子群が認められた。このことは、使用した腸管病原性株がヒトの

腸管などで他の菌に打ち勝って増殖し、大量の毒素を産生して病原性を発揮するうえ

でバクテリオシンが何らかの役割を果たす可能性が考えられる。そこでまず認められ

たバクテリオシン遺伝子について、このタイプのバクテリオシンが他の病原性株など

にも認められるかどうかを NCBI の遺伝情報を用いて比較検討した。 

＜使用したソフトウェア＞ 

ORF Finder ソフトウェア（NCBI） 

BLAST-P ソフトウェア（NCBI） 

＜方法＞ 

NCBI のホームページ上のオンラインソフトウェアを使用して検討した。 

 

＜結果と考察＞ 

本研究で見つかった pBCNF5603 プラスミドのバクテリオシン（BCN5603 バクテ

リオシン）は、ヒト分離株 CPN50 株（KZ210 株）が持つ pIP404 プラスミドに存在

する最も詳しく研究されている BCN5 バクテリオシンのアミノ酸配列と相同性を持

っていた（図 3）15, 16)。BCN5 バクテリオシンと比較すると SH3 ドメインが BCN5

バクテリオシンでは 3 ヶ所であるが、BCN5603 バクテリオシンでは 2 ヶ所あった。

SH3 ドメインは、バクテリオシンによく認められるドメインであり、膜との結合に関

与すると考えられているが、バクテリオシンにおけるその役割は明確ではない。また、

いずれのバクテリオシンにも、ペプチダーゼ活性に関与する亜鉛結合部位が 2 ヶ所認

められた。最も大きな違いは、BCN5603 バクテリオシンには、グルカンに結合する

ドメインと細胞壁に結合すると考えられる繰り返し配列を持っていたが、BCN5 バク
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テリオシンにはその部分は認められなかった。 

 

さらに、BCN5603 バクテリオシン遺伝子と相同性を有するバクテリオシン遺伝子

には、ウエルシュ菌の食中毒株に由来する SM101（NCTC8798）株の 2 つのプラス

ミド各々に 1 つ認められるバクテリオシン遺伝子や C 型 JGS1495 株、D 型 JGS1721

株、E 型 JGS1987 株のバクテリオシン遺伝子が GenBank に認められた。N 末端側

は、これら全てのバクテリオシンにおいて保存されていた。しかし、BCN5603 バク

テリオシンの C 末端側は、他のバクテリオシンと相違が認められた。上述の細胞壁、

グルカン結合ドメインは、BCN5603 バクテリオシンにのみ認められ、他のウエルシ

ュ菌のバクテリオシンには認められずユニークな部分であった。この違いがバクテリ

オシンの活性やスペクトルと関連を持っていることが考えられる。 

また、以前に行った PCR 法による検討 17)からヒト食中毒由来株、動物の疾患由来

株など様々な株に類似のバクテリオシン遺伝子が存在することが推測された。類似の

バクテリオシン遺伝子が、ヒトや動物の消化管疾患と関連のある株で認められること

から、これらのバクテリオシンがウエルシュ菌の病原性と関連を持つ可能性が高いこ

とが推測できるが、詳細については今後更なる研究が必要であると思われる。 
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いくつかの病原性株に認められるバクテリオシンの比較ゲノム学的検討の結果、部

分的にではあるがバクテリオシンのアミノ酸配列には多様性があることが明らかと

なった。ウエルシュ菌におけるバクテリオシン活性の生物学的特性を比較するために

は、バクテリオシン遺伝子を単独発現するシステムを構築する必要がある。これは、

全塩基配列の決定など遺伝学的背景がはっきりしていない株では、確認されたバクテ

リオシン遺伝子以外にも、染色体上や他のプラスミド上にトランスポゾンやファージ

などにより持ち込まれたバクテリオシン遺伝子が存在する可能性があるためである。

今後、このようなバクテリオシン発現、解析システムの構築を行い、様々な病原株に

存在するバクテリオシンの生物活性を調べることで病原性発現におけるバクテリオ

シンの役割が明らかになると考えられる。 

 

3－2．BCN5603 産生調節領域の比較ゲノム学的検討 

病原性と関連を持つと考えられるバクテリオシン遺伝子が、ORF の相同性の比較

から pBCNF5603 プラスミドに存在すると考えられた。本研究で見つかった

BCN5603 バクテリオシン遺伝子は、ヒト分離株 CPN50 が持つ pIP404 プラスミド

にある BCN5 バクテリオシン遺伝子と相同性が高かった 15)。さらに、BCN5603 遺伝

子の上流域には、BCN5 遺伝子の上流域にある産生制御領域に認められる遺伝子群と

相同性を持つ UviA 遺伝子、UviB 遺伝子が認められた。BCN5 バクテリオシンでは、

これらの遺伝子発現制御領域は詳しく研究されている 15, 16)。そこで、pBCNF5603

プラスミドの BCN5603 バクテリオシン遺伝子の発現制御領域を BCN5 バクテリオ

シン遺伝子発現制御領域と比較した。 

 

＜結果と考察＞ 

BCN5 バクテリオシン遺伝子の産生制御領域には、UviA 遺伝子と UviB 遺伝子が

認められる 12)。今回明らかにした BCN5603 バクテリオシン遺伝子の上流域にも同様

にこれら 2 つの遺伝子が認められた（図 4）。遺伝子の発現と最も深い関連を持つシ

グマ（σ）因子であると報告 15, 16)されている UviA 遺伝子について比較すると
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pBCNF5603プラスミドのUviA遺伝子のアミノ酸配列はpIP404プラスミドのUviA

遺伝子と 98.9％の相同性を持っていた。しかも、シグマ因子 UviA の重要な部分であ

るプロモーターと相互作用する 4.2 と 2.4 部分（それぞれ-35 と-10 のプロモーターと

相互作用）15, 16)は、2 つのプラスミドの UviA で全く同じであった（図 4）。一方、バ

クテリオシン・イムニティに関連している UviB 遺伝子は、2 つのプラスミドでアミ

ノ酸配列が完全に一致していた。 

 

次に、産生制御に重要な BCN5603 バクテリオシン遺伝子のプロモーター領域を、

pIP404プラスミドのBCN5バクテリオシン遺伝子のプロモーター部分 15, 16)と比較し

た。BCN5603 バクテリオシン遺伝子の上流には、BCN5 バクテリオシン遺伝子のプ

ロモーターと塩基配列が全く同一の 2 つのプロモーター（P1、P2）と 1 塩基の違い

のある 1 つのプロモーター（P3）が認められた（図 4）。また、UviA 遺伝子の上流に

ある P4 と P5 のプロモーター配列も完全に同じであった。さらに、P4、P5 プロモー

ターの下流に位置する BCN5 バクテリオシン遺伝子発現制御領域（LexA 結合領域）

の配列も BCN5603 バクテリオシンと BCN5 バクテリオシンは全く同じであった。 

このように、遺伝子発現制御領域が 2 つのバクテリオシン遺伝子で非常に類似して

いることから、pBCNF5603プラスミド上にあるBCN5603バクテリオシン遺伝子は、
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pIP404 プラスミドの BCN5 バクテリオシン遺伝子とほとんど同じ発現制御をうけて

いると考えられる。つまり、紫外線やマイトマイシン C などのストレスによりこれら

のバクテリオシン遺伝子の発現が促進されると考えられる。 

 

3－3．BCN5603 のストレス刺激による産生促進 

ウエルシュ菌は、環境に広く存在する細菌の一つで健常なヒトや動物の腸管内に存

在する。ウエルシュ菌が、ヒトや動物の疾患を起こす主な要因は、一部の株が産生す

る毒素が大きな要因と考えられている。毒素遺伝子を持ち毒素を産生する株が、実際

にヒトや動物の腸管内などで病原性を発現するためには、正常細菌叢にうちかって増

殖し、大量の毒素を産生する必要がある。他の細菌に殺菌的や静菌的に働く因子であ

るバクテリオシンを産生することは、毒素産生株が正常細菌叢との競争にうちかって

増殖できるひとつの要因であると考えられる。ウエルシュ菌のバクテリオシンについ

ては、古くはバクテリオシン産生能やバクテリオシンに対する感受性などによる菌株

の分類などが報告 18)されている。最近、鳥類の壊死性腸炎毒素 NetB 産生株に認めら

れたバクテリオシン Perfrin が詳細に調べられ、病原因子を有する株の病原性の発現

に寄与している可能性が報告されている 19)。 

今回、腸管病原性をもつ F5603 株にある pBCN5603 プラスミドにバクテリオシン

遺伝子が存在することを見出した。しかも、その発現制御領域は、比較的よく研究さ

れている pIP404 プラスミドの BCN5 バクテリオシンとほとんど同じで、BCN5603

バクテリオシンは、BCN5 バクテリオシンと同じようにストレスにより発現が促進さ

れると考えられた。そこで、実際に BCN5603 バクテリオシンが発現しており、さら

に BCN5 バクテリオシンと同様にストレスで転写が促進されるかについて検討した。 

＜材料＞ 

1．培地 

Cooked Meat Medium（DIFCO） 

Fluid Thioglycollate Medium：FTG（DIFCO） 

Brain Heart Infusion （BHI）（DIFCO） 
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TGY Medium（100 ml） 

Tryptic Soy Broth（DIFCO）  3 g 

Glucose（Nakarai Tasque）   2 g 

Yeast Extract（DIFCO）     1 g 

L-Cysteine（Nakarai Tasque） 0.1 g 

2．試薬 

Mitomycin C（Sigma） 

RNAlater Solution（Ambion） 

3．キット 

RNeasy Mini Kit（QIAGEN） 

SuperScript III One-step RT-PCR system（Invitrogen） 

4．使用機器 

 トランスイルミネーターDT-20MCP（ATTO） 

5．参考資料 

 バクテリオシン発現誘導 

 ウエルシュ菌の RNA 検出（RT－PCR 法） 

 

3－3－1．バクテリオシンの産生能 

＜方法＞ 

Cooked Meat 培地で保存していた F5603 株培養液 0.2 ml を 10 ml の FTG 培地に

加え、37℃で一晩培養した。一晩培養した培養液 0.2 ml を 10 ml の TGY 培地に加

え、同様に 37℃で一晩培養した。TGY 培地の菌液を BHI 寒天培地に塗布し、37℃

で一晩嫌気培養をした。形成されたコロニーについて、コロニーPCR 法により

BCN5603 バクテリオシン遺伝子の存在を確認し、BCN5603 バクテリオシン遺伝子

陽性のコロニーを 10 ml の TGY 培地で 16 時間培養した。16 時間培養した培養液 0.4 

ml を 2 本の新たな 10 ml TGY 培地に加え、37℃で嫌気培養した。BCN5 バクテリオ

シンの発現誘導法 11)と同様に 3 時間培養した対数増殖期早期の培養液 3 ml を遠心に
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より集菌し、菌塊を 5 ml の PBS(-)に浮遊しシャーレに広げ、5 秒から 10 秒紫外線照

射（310 nm）を行った。紫外線照射した菌浮遊液を集菌し、10 ml の TGY 培地に再

浮遊し 3 時間嫌気培養をおこなった。3 時間培養した培養液の上清部分をバクテリオ

シン活性測定に用いた。バクテリオシン活性の測定法は、バクテリオシンを含む上清

40 l を BHI 寒天培地に数回に分けてスポットし、その後 BHI 寒天培地を 37℃で十

分に乾燥させ、バクテリオシンを寒天に浸透させた。指標株（indicator）としては、

プラスミドを持たない ATCC3624 株と pCP13 プラスミドを除去した Strain 13 株を

用いた。一晩、TGY 培地で培養したこれらの指標株の培養液 0.2 ml を新たな 10 ml

の TGY 培地で培養し、3－4 時間培養した後、バクテリオシンをスポットした BHI

寒天培地に丁寧に塗り広げた。指標株を塗り広げた BHI 寒天培地を 37℃で嫌気培養

し、指標株の増殖とバクテリオシンによる増殖阻止を 3－18 時間観察した。 

 

＜結果と考察＞ 

F5603 株の上清を滴下し、十分に乾燥させた後 Strain 13 株を塗布したプレートで

は、滴下した部分に同心円状の Strain 13 株の増殖が抑制された領域が認められ、今

回我々が用いたバクテリオシン検出方法は有用であると考えられた（図 5）。一方、

ATCC3624 株では増殖抑制領域は認められなかった（図 5）。このことから F5603 株

では、ウエルシュ菌の一部の菌株に増殖抑制活性を有するバクテリオシンを産生して

いると考えられた。バクテリオシンには様々な種類が存在し、F5603 株で産生が確認

できたバクテリオシンが pBCN5603 上の BCN5603 遺伝子の産物である BCN5603

バクテリオシンかどうかは断言できないが、紫外線照射した F5603 株の培養上清に

は、照射していない場合より Strain 13 株への抑制域が明確で、範囲が大きい傾向が

認められた（図 5）。このことから、バクテリオシン産生が紫外線照射で増加してい

るので F5603 株の培養上清に認められたバクテリオシン活性は、少なくとも一部は

紫外線により産生が促進されたBCN5603バクテリオシンによるものであると推察さ

れる。 
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3－3－2．バクテリオシン遺伝子のストレスによる転写促進 

＜方法＞ 

Cooked Meat 培地で保存していた F5603 株培養液 0.2 ml を 10 ml の FTG 培地に

加え、37℃で一晩培養した。一晩培養した培養液 0.2 ml を 10 ml の TGY 培地に加

え、同様に 37℃で一晩培養した。TGY 培地の菌液を BHI 寒天培地に塗布し、37℃

で一晩嫌気培養をした。形成されたコロニーについて、コロニーPCR 法により

BCN5603 バクテリオシン遺伝子の存在を確認し、BCN5603 バクテリオシン遺伝子

陽性のコロニーを 10 ml の TGY 培地で 16 時間培養した。16 時間培養した培養液 0.4 

ml を 2 本の新たな 10 ml TGY 培地に加え、37℃で嫌気培養した。培養 3 時間後に一

方の培養液に Mitomycin C（Sigma）を最終濃度 6 g/ml になるように添加し、添加

後 3 時間嫌気培養した培養液から RNA を抽出した。コントロールには同時に用意し

た Mitomycin C を加えていない TGY 培地で 6 時間嫌気培養した培養液を用いた。培

養液を 3000 x g で遠心し、ペレットに RNA 安定化剤、RNAlater Solution（Ambion）
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10 ml 加え、RNA を安定化させた後、RNA 抽出キット RNeasy Mini Kit（QIAGEN）

を用いて RNA の抽出を行った。RNA 抽出後速やかに SuperScript III One-step RT

－PCR system（Invitrogen）を用いて BCN5603 バクテリオシン遺伝子を検出する

RT－PCR 反応を行った。RNA サンプルを 10 倍段階希釈し、段階希釈した RNA サ

ンプルをそれぞれRT－PCR反応の鋳型として用いることで半定量的な RT－PCR反

応を行った。RT－PCR 産物を 1.5%アガロースゲルで電気泳動し、Mitomycin C 添

加の有無による BCN5603 バクテリオシン遺伝子転写産物の量を検討した。 

 

＜結果と考察＞ 

希釈 RNA サンプルを用いた RT－PCR 法により転写 RNA 量を半定量的に比較し

たところ、Mitomycin C 存在下で培養した菌液より抽出した RNA では 102希釈まで

BCN5603 バクテリオシン遺伝子の転写産物が認められた（図 6）。一方、Mitomycin 

C 非存在下では、10 倍希釈までしか検出されなかった（図 6）。つまり、通常の培養

でも BCN5603 バクテリオシン遺伝子の発現はあるが、Mitomycin C の存在により

BCN5603 バクテリオシン遺伝子がより多く転写されていると考えられた。一方、通

常の PCR 反応では、BCN5603 バクテリオシン遺伝子は検出されず DNA の混入はわ

ずかであると考えられた（図 6）。これらのことから、BCN5603 バクテリオシン遺伝

子の転写は、Mitomycin C 処理により促進されることが判明した。一方、今回用いた

バクテリオシン遺伝子発現を検討する方法は、BCN5603 バクテリオシンのようにス

トレスにより発現が促進される遺伝子の検出に有用であることが明らかとなった。 

紫外線照射や Mitomycin C 添加により BCN5603 バクテリオシン遺伝子の発現が

増加するという結果は、比較ゲノム学的検討から BCN5 バクテリオシン遺伝子と

BCN5603 バクテリオシン遺伝子の発現制御領域が極めて類似しており、BCN5 バク

テリオシン遺伝子はストレスにより発現が誘導されることと同様にBCN5603バクテ

リオシン遺伝子もストレスにより発現が促進されると推測される。 
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第四章 pBCNF5603 のプラスミドの複製領域 

 

4－1．pBCNF5603 のプラスミド複製領域の同定 

プラスミドは、染色体と同様に自己複製能を有している自律的複製体（レプリコン）

である。特に、大きいサイズのプラスミドでは、一つの細菌細胞内に存在するプラス

ミド分子の数（コピー数）が少ないことが知られている。今回、検討したプラスミド

は、以前のパルスフィールド電気泳動法（PFGE）を用いた結果 4)などから、コピー

数は少なく、おそらく細菌細胞内に 1 コピーしか存在しないと推測される（図 1）。

しかも、非常に安定しているプラスミドで複製が厳密にコントロールされていると考

えられる。プラスミドの自己複製領域や複製開始タンパク質（Rep）遺伝子は、プラ

スミドの存在に必須の領域（プラスミドが複製するのに必要な最低限度の領域）であ

り、プラスミドが細菌細胞内に安定的に存在することに関連を持つと考えられる。つ

まり、Rep 遺伝子を含む領域はプラスミドを特徴づける基本的領域である。また、Rep

遺伝子と同定することでプラスミドの複製スタイルを推定することができ、プラスミ

ドのひとつの特徴的性質である和合性（compatibility）とも関連づけることが出来る。

和合性とは、2 種類以上のプラスミドがひとつの細菌細胞内に安定して共存できるこ

とであり、同じ複製、分配システムを持つ近縁のプラスミドは共存できず不和合性

（incompatibility）であると言われる。言い換えると、和合性を調べることにより対

象のプラスミドと他のプラスミドとの関係を調べることができ、和合性の結果により

プラスミドを分類することができる。また、プラスミドの複製領域を同定し、大腸菌

のベクタープラスミドに組み込むことで大腸菌とウエルシュ菌のシャトルベクター

を作成することができ、ウエルシュ菌の遺伝子の機能を実験的に証明することが可能

である。 

既に述べたように今回検討した結果、pBCNF5603 プラスミドには β2 毒素遺伝子

を持つ pCP13 プラスミドに類似の遺伝子群と pIP404 プラスミドの複製領域と類似

の領域があり、それぞれのプラスミドと類似の複製関連領域が認められる。つまり、

自己複製に必須の Rep タンパク質の遺伝子と想定される遺伝子が 2 ヶ所に認められ
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る。今回、このバクテリオシン遺伝子を保有し、そのことで病原性の発現に関連を持

っていると思われるpBCNF5603プラスミドの2ヶ所の複製関連領域の複製能を検討

し、このプラスミドの複製領域と Rep 遺伝子の同定を行った。 

＜材料＞ 

1．使用した培地 

Cooked Meat Medium（DIFCO） 

Fluid Thioglycollate Medium（FTG）（DIFCO） 

Tryptic Soy Broth 培地（DIFCO） 

Brain Heart Infusion （BHI）（DIFCO） 

TGY Medium（100 ml） 

Tryptic Soy Broth（DIFCO）  3 g 

Glucose（Nakarai Tasque）   2 g 

Yeast Extract（DIFCO）     1 g 

L-Cysteine（Nakarai Tasque） 0.1 g 

2．使用した酵素 

Restriction enzymes：AvrII、BsmI、BstBI、HpaI、PfIMI、 SnaBI、SpeI、XmnI 

DNA polymerase Klenow fragment（Promega） 

Alkaline phosphatase (CIAP) （1 U/l）（Roche Applied Science） 

T4 DNA ligase（5 U/l）（Roche Applied Science） 

3．使用したキットと機器 

QUICKGENE Plasmid Kit SII（KURABO） 

Electro Cell Manupulator BMC630（BTX） 

4．参考資料 

遺伝子組み換えのためのプラスミドベクターの調整 

ライゲーション反応 

遺伝子組み換えのためのケミカルコンピーテント細胞の調整 

大腸菌へのプラスミドベクターの導入 
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コロニーからの直接 PCR 法（Colony Direct PCR 法）による遺伝子の検出 

ウエルシュ菌への遺伝子導入（エレクトロポレーション法）9) 

＜方法＞ 

抗生物質耐性遺伝子のうち、大腸菌のプラスミドによく用いられているアンピシリ

ン耐性遺伝子は、ウエルシュ菌では機能しない。一方、クロラムフェニコール耐性遺

伝子やエリスロマイシン耐性遺伝子は、大腸菌でもウエルシュ菌でも機能することが

知られている。今回はクロラムフェニコール耐性遺伝子を利用した。ベースとなるプ

ラスミドには、既に作成されている大腸菌とウエルシュ菌のシャトルベクターでクロ

ラムフェニコール耐性遺伝子を保有する pJIR750 プラスミド 14)を用いた（図 7）。こ

のプラスミドは、大腸菌での複製領域に加えて、pIP404 プラスミドの複製領域をも

ったプラスミドである。このプラスミドから制限酵素 XmnI と SpeI を用い、pIP404

プラスミドの複製領域の部分（2,629 bp）を切り離し、DNA Polymerase Klenow 

Fragment（Promega）を用い、末端の平滑化反応を行った。次に、pJIR750 由来の

DNA の自己ライゲーションを防ぐため、Alkaline Phosphatase（Roche）を用い、

平滑化した断端の脱リン酸を行い、DNA 断片の挿入用のベクターとして使用した。 
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挿入断片は、推測された複製領域を含む領域をF5603株のDNAを鋳型としてPCR

反応により増幅し、制限酵素により必要な領域を切り出した。pBCNF5603 プラスミ

ドの 2 ヶ所のプラスミド複製領域と考えられる領域には、ウエルシュ菌 Strain 13 株

に存在する pCP13 プラスミドの複製領域と推測される領域と類似の遺伝子構成を持

つ領域があり、この領域には PBCN16 遺伝子とその上流の ParA 遺伝子、ParB 遺伝

子が存在する。この pCP13 プラスミド類似領域について今回決定した塩基配列の情

報を参考に PCR 法により増幅した。PCR 産物を制限酵素 AvrII と BstBI 処理により

作成した DNA 断片（PBCN16 遺伝子と ParA 遺伝子、ParB 遺伝子を含む）と制限

酵素 AvrII と HpaI 処理により作成した PBCN16 遺伝子とその上流域（ParA 遺伝子

の一部を含む）の DNA 断片の 2 種類の DNA 断片を用意した（図 8）。制限酵素処理

後の PCR 産物をベクターと同様に末端を平滑化して用いた。 

一方、pBCNF5603 プラスミドに認められた pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子と相

同性を持った領域には、pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子と Cop 遺伝子（プラスミ 
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ドのコピー数を制御する遺伝子）と相同性を持つ 2 つの遺伝子 PBCN30 遺伝子と

PBCN31 遺伝子が認められた。この領域を PCR 反応で増幅した後、制限酵素 SpeI

と SnaBI で切断し、ベクターと同様に末端の平滑化を行った。pIP404 プラスミドの

Rep 遺伝子と相同性を持つもうひとつの遺伝子には、B 型ウエルシュ菌 NCTC8533

株に認められた pCP8533S12 プラスミドの Rep 遺伝子がある。このプラスミドの遺

伝情報をもとにプライマーを作成し、Rep 遺伝子の領域を PCR 反応で増幅し、制限

酵素 BsmI と PfIMI で切断し、ベクターと同様に末端の平滑化を行った（図 9）。こ

れにより、pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子と相同性を持つ Rep 遺伝子の複製能を今

回使用した方法で推測できるかどうかについても検討した。 

これらの操作により作成した 4 種類 DNA 断片を、それぞれ大腸菌複製部分をもつ

pJIR750 プラスミドの断片とライゲーション反応により結合し、新たなベクタープラ

スミドを 4 種類作成した（表 4）。具体的には、用意した 4 種類の Rep 遺伝子を含む

複製領域を持つ DNA 断片それぞれと pJIR750 プラスミド断片を混合し、DNA T4 

Ligase（Roche）を加え、16℃、一晩、ライゲーション反応を行った。 
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反応液を、大腸菌 HB101 のケミカルコンピーテント細胞にヒートショック法により

導入した。ヒートショック処理をした試料を、クロラムフェニコール（30 mg/ml）を含む

Tryptic Soy 寒天培地に塗布し、37℃で一晩培養した。出来たコロニーについて、pCP13

プラスミドの PCP63 遺伝子と相同性を持つ PBCN16 遺伝子や pIP404 プラスミドの Rep

遺伝子と相同性を持つ pBCN5603 プラスミドの PBCN30 遺伝子を保有するかどうかにつ

いてコロニーPCR 法により確認し、PCR 反応陽性コロニーについて、クロラムフェニコール

を含む Tryptic Soy 液体培地（3 ml）で増菌し、プラスミド精製キット（KURABO）を用いて

精製した。 

 

精製したプラスミドについて、 

1．pBCNF5603 の pCP13 プラスミドの推定複製領域と類似の遺伝子群を持つことを

確認するため、PBCN16 遺伝子に特異的なプライマーを用いて PCR 法により存在

を確認した。さらに推定分配領域については、ParA 遺伝子に特異的なプライマー

を用いた PCR 法により確認した。また、pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子を含ん

でいないことを同様に PCR 法により確認した。作成した PBCN16 遺伝子だけの

プラスミドと PBCN16 遺伝子に加えて ParA 遺伝子、ParB 遺伝子の領域を含む

プラスミドの 2 種類のプラスミドが複製能をもつかどうか検討した。 

2．特異的なプライマーを用いた PCR 反応により PBCN30 遺伝子（pBCNF5603 プ

ラスミドの pIP404 プラスミド Rep 遺伝子相同遺伝子）の存在や pCP8533S12 プ

ラスミドの Rep 遺伝子の存在、さらに pJIR750 プラスミドのウエルシュ菌の Rep
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遺伝子を持たないことを確認した。これら 2 種類の pIP404 プラスミドの Rep 遺

伝子に相同性を持った Rep 遺伝子を持つプラスミド（pBCNF5603 由来のものと

pCP8533S12 由来のもの）について Rep 遺伝子が機能するかどうかを調べた。 

ウエルシュ菌へのベクターの導入方法は、既に報告しているエレクトロポレーショ

ン法 9)を用いた。用いたウエルシュ菌株は、エレクトロポレーション法により遺伝子

の導入が可能な株である ATCC3624 株と Strain 13 株の 2 種類を用いた。簡単に述

べると、Cooked Meat 培地に保存していたウエルシュ菌培養液 0.4 ml を 10 ml の

FTG 培地にいれ、37℃で一晩培養した。一晩培養した FTG 培地の菌液 0.2 ml を 10 

ml の TGY 培地に入れ、同様に 37℃で一晩培養した。培養菌液を BHI 寒天培地上に

塗布し、37℃で、一晩嫌気培養した。形成されたウエルシュ菌のコロニーを 10 ml

の TGY 培地に加え培養した。翌日、一晩培養した培養液 0.6 ml を、新たな TGY 培

地 20 ml に加え、37℃、8 時間、嫌気状態で培養した。培養液を遠心し、集菌した菌

を塩化カルシウム緩衝液で処理した後、1.2 ml の塩化カルシウム緩衝液に懸濁し、そ

の 0.6 ml をリコンビナントプラスミド DNA と混合した。氷上で静置した後、Electro 

Cell Manupulator BCM630（BMX 社）を用いて、遺伝子の導入を行った。電気ショ

ックを加えたベクターDNA と培養菌液の混合液を 4 ml の TGY 培地に入れ、3 時間、

37℃で培養した。3 時間培養した培養液の 1 ml を 1.5 ml の滅菌エッペンドルフチュ

ーブに入れ、10,000 rpm、2 分間遠心し、菌の濃縮液を用意した。菌の濃縮液をクロ

ラムフェニコール（15 mg/ml）含有 BHI 寒天培地に塗布し、37℃で 16 から 24 時間

嫌気培養した。形成されたコロニーについてコロニーPCR 法を用いてそれぞれの推

定 Rep 遺伝子の有無を確認した。 

 

＜結果と考察＞ 

腸管病原性ウエルシュ菌 F5603 株にエンテロトキシン遺伝子保有 pCPF5603 プラ

スミドと共存するバクテリオシン遺伝子保有 pBCNF5603 プラスミドには、比較ゲノ

ム学的検討からプラスミド複製に関係している領域が 2 ヶ所存在する可能性が考え

られた。1 つは、染色体とプラスミドの全塩基配列が世界で最初に報告された Strain 
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13 株に存在する β2 毒素遺伝子を保有する pCP13 プラスミドと相同性を持った遺伝

子群の領域にあると考えられた。pCP13 プラスミドの推測複製領域は現在まで同定

されていないが、pCP13 プラスミド上の ORF の方向がその部分を境に逆になる領域

があり、その近くにはプラスミドの分配に関連する遺伝子群を含む領域が認められる。

この領域と非常に類似している領域が pBCNF5603 プラスミドにも認められ、この領

域がプラスミド複製に関連していると考えられた。一方、相同性の比較から pIP404

プラスミドの Rep 遺伝子と相同性の高い PBCN30 遺伝子を含む領域があり、この領

域もプラスミドの複製に関連があると考えられた。 

この 2 ヶ所の Rep 遺伝子を含むと考えられる領域をそれぞれ別々に大腸菌の複製

領域を持つプラスミドに組み込んでリコンビナントプラスミドを作成した。具体的に

述べると、比較ゲノム学においては機能が推測できなかった PCP63 遺伝子と相同性

をもつ PBCN16 遺伝子とその上流域（ParA 遺伝子の一部）を含むリコンビナントプ

ラスミド（pKZ210 プラスミド）と PBCN16 遺伝子領域に加えてプラスミドの分配

に関連を持つと考えられる領域（ParA 遺伝子、ParB 遺伝子、さらにそれらの上流域）

を含む大きい断片もつリコンビナントプラスミド（pKZ200 プラスミド）の 2 種類、

pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子と相同性を持つ PBCN30 遺伝子とその上流に認め

られたプラスミドのコピー数の制御に関連を持っていると考えられる Cop 遺伝子を

保有したリコンビナントプラスミド（pKZ100 プラスミド）、さらに、pIP404 プラス

ミドの Rep 遺伝子と相同性を持つ B 型ウエルシュ菌 NCTC8533 株に認められた約

12 kbのプラスミドにあるRep遺伝子を持つリコンビナントプラスミドの 4種類であ

る（表 4）。 

作成したリコンビナントプラスミドが実際にウエルシュ菌内で複製できるかにつ

いて、プラスミドを保有していないと考えられているウエルシュ菌 ATCC3624 株に

導入し検討した結果、pBCN5603 プラスミドの PBCN16 遺伝子とその上流領域を持

つ pKZ210 プラスミドや PBCN16 遺伝子に加えプラスミド分配に関連する領域を持

つ pKZ200 プラスミドを導入した ATCC3624 株のサンプルでは、クロラムフェニコ

ール耐性コロニーが確認できた。出現したコロニーは、コロニーPCR 法で PBCN16



29 

 

遺伝子が陽性であった。このことから、pCP13 プラスミドに類似した pBCNF5603

の複製と関連を持つと考えられる領域は、プラスミドを保有しない ATCC3624 株内

で複製できた。つまり、pCP13 プラスミドの PCP63 遺伝子と相同性の PBCN16 遺

伝子は、プラスミドの複製に必須の Rep 遺伝子であると考えられた。これらのリコ

ンビナントプラスミドは、Strain 13 株でも同様の実験結果が得られ、Strain 13 株内

でも複製すると考えられる。 

一方、数回行なったいずれの実験の場合でも、pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子と

相同性を持つ pBCNF5603 プラスミドの PBCN30 遺伝子をもつ pKZ100 プラスミド

を導入した ATCC3624 株のサンプルにクロラムフェニコール耐性コロニーが認めら

れなかった。つまり、この pKZ100 プラスミドは、ウエルシュ菌内で複製することが

できないことが判明した。一方、pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子に相同性を持つ

NCTC8533 株の約 12 kb のプラスミドに認められた Rep 遺伝子をもつプラスミド

（pKZ110 プラスミド）を導入した ATCC3624 株では、クロラムフェニコール耐性

のコロニーが認められた。これらのことから、pBCN5603 プラスミドの pIP404 プラ

スミドの Rep 遺伝子に相同性をもつ PBCN30 遺伝子は、Rep 遺伝子としての機能を

有していないことが明らかになった。 

 

4－2．複製開始タンパク質（Rep）遺伝子の比較ゲノム学的検討 

今回検討したバクテリオシン遺伝子を保有する pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺

伝子と相同性を持つ遺伝子を持つプラスミドが他に存在するかどうか、また、そのプ

ラスミド上にウエルシュ菌の病原性へ関与する遺伝子を有するかどうかを検討した。

つまり、今回同定した Rep 遺伝子と近縁の Rep 遺伝子を有するプラスミドに病原性

に関連するかどうかについて GenBank 上に登録されている遺伝子情報を用いて検討

した。 

＜材料＞ 

1．使用した培地 

Cooked Meat Medium（DIFCO） 
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Fluid Thioglycollate Medium（FTG）（DIFCO） 

Tryptic Soy Broth 培地（DIFCO） 

Brain Heart Infusion （BHI）（DIFCO） 

TGY Medium（100 ml） 

Tryptic Soy Broth（DIFCO）  3 g 

Glucose（Nakarai Tasque）   2 g 

Yeast Extract（DIFCO）     1 g 

L-Cysteine（Nakarai Tasque） 0.1 g 

2．使用したキット・機器 

illumina bacteria genomic Prep Mini Spin Kit（GE Healthcare） 

NucleoSpin Gel & PCR Clean-up（TaKaRa） 

New BigDye Terminatorv1.1（Applied Biosystem） 

New BigDye X-Terminater purification Kit（Applied Biosystem） 

Takara PCR Thermal Cycler Dice TP600 Ver.3.00 

ABI3500（Applied Biosystem） 

3．使用したソフトウェア 

Gene Tool Lite ソフトウェア（フリーソフト） 

BLAST-P ソフトウェア（NCBI） 

ORF Finder ソフトウェア（NCBI） 

＜方法＞ 

後述するように pCP13 プラスミドと pBCNF5603 プラスミドは、不和合性のプラ

スミドと考えられた。しかし、pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺伝子（PBCN16 遺

伝子）と pCP13 プラスミドの PCP63 遺伝子では、遺伝子の大きさや開始コドンの上

流の塩基配列に大きな違いが認められ、不和合性であることが不思議であると思われ

た。そこで、実際に和合性の実験に用いた不和合性である pCP13 プラスミドを持つ

と思われる当教室に保存されていた Strain 13 株の PCP63 遺伝子とその上流の塩基

配列を決定した。 
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Cooked Meat 培地で保存していた Strain 13 株培養液の 0.4 ml を 10 ml の FTG 培

地に加え、37℃で一晩培養した。一晩培養した培養液 0.2 ml を 10 ml の TGY 培地で

さらに 37℃、一晩培養した。一晩培養した培養液を BHI 寒天培地に塗布し、37℃で

嫌気培養を行った。形成されたコロニーについて、コロニーPCR 法により β2 毒素遺

伝子を持つことを確認した。β2毒素遺伝子の存在が確認できたコロニーを10 ml TGY

培地で 37℃、一晩培養した。培養液 1 ml から illumina bacteria genomic Prep Mini 

Spin Kit を用いてウエルシュ菌の DNA を精製した。精製したゲノム DNA を鋳型と

して PCP63 領域にプライマーを作成し、PCR 法により PCP63 遺伝子の領域を増幅

した。PCR 産物を NucleoSpin Gel & PCR Clean-up キット（TaKaRa）により精製

し、New BigDye Terminatorv1.1 によりシークエンス反応を行い、その後 New 

BigDye X-Terminater purification Kit を用いてシークエンス反応産物を精製し、

DNA シークエンサーABI3500（Applied Biosystem 社）を用いて塩基配列を決定し

た。 

 

＜結果と考察＞ 

プラスミドの複製は、大きく 3 段階、つまり、Initiation、Elongation、そして

Termination の段階を経て起こると考えられている。Rep タンパク質は、プラスミド

の複製開始点（ori）を認識し、プラスミド複製の Initiation の段階に関連を持つこと

でプラスミドの複製を制御している。また、プラスミドの複製スタイルにはイテロン

型プラスミド（Iteron-containing plasmid：ICP)、Rolling Circle、RNA により複製

制御を受けるプラスミドの 3 種類が知られている。今回、検討したプラスミドは約

40 kb と比較的大きいプラスミドで、このプラスミドは ICP プラスミドであろうと予

測される。そこで、pBCNF5603 プラスミドの複製機構が ICP 型であることを推測す

るため、イテロン Iteron（reiterated DNA sequence）と推測できる塩基配列が Rep

遺伝子の開始コドンの上流に存在するかどうか検索した。その結果、Rep 遺伝子の上

流に 5 組の 6－8 塩基からなる IR（Inverted Repeat）配列が認められ、これらがイ

テロン配列と考えられる（図 10）。さらに、その上流には A と T が続く領域（ori 領
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域と思われる）が認められ、pBCNF5603 プラスミドは ICP プラスミドに属すること

が明らかになった。 

今回同定した Rep 遺伝子と相同性がある pCP13 上の遺伝子は推測タンパク質

（Hypothetical protein）遺伝子と記載されており、他の相同性を持った遺伝子も

GenBank 上では同様に登録されていると考えられる。そのことから、推測タンパク

遺伝子で PBCN16 遺伝子と高い相同性をもつ遺伝子について GenBank のデータベ

ース上で検索した。その結果、PBCN16 遺伝子と高い相同性のある遺伝子を持つと考

えられたプラスミドには、pCP13 プラスミド以外に pCP-OS1 プラスミド、pCP-TS1

プラスミド（この 2 つは最近腸管毒性を持つ亜型 ι毒素の遺伝子を有するプラスミド

20)）や F262 株と WAL-14572 株に認められるプラスミド（機能不明のタンパク質の

遺伝子だけを保有するプラスミド）が認められた。pCP13上のPCP63遺伝子を除き、 

 

これらのプラスミドに認められる PBCN16 遺伝子と相同性を持つ遺伝子は、いずれ

も pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺伝子である PBCN16 遺伝子よりやや大きく、
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PBCN16 遺伝子が 852 bp であるのに対して 918 bp（pCP-OS1 プラスミドと

pCP-TS1 プラスミド）や 906 bp（F262 株のプラスミドと WAL-14572 株のプラスミ

ド）であった（表 5）。GenBank に登録されている pCP13 の PCP63 遺伝子は、最も

小さく 722 bp であった。これらのプラスミドの Rep 蛋白質と考えられる蛋白質のア

ミノ酸配列の比較では、いずれも 90％以上の相同性を持っており、しかも、保存ド

メインである Helix-Turn-Helix（HTH）構造部分のアミノ酸配列は保存されており

DNA 結合能を有し、機能的には非常に類似していると考えられた。これらのことか

ら 5 種類のプラスミドに認められる PBCN16 遺伝子と類似の遺伝子はいずれも Rep

遺伝子であることが判明した（表 5）。 

一方、Strain 13 株に存在する pCP13 プラスミドに認められる PCP63 遺伝子は、

大きさが最も小さいだけでなく、開始コドンの上流に明らかなイテロン配列が認めら 

 

れなかった。それにも関わらず、後述するように pBCN5603 プラスミドの Rep 遺伝

子をもつ pKZ200 プラスミドや pKZ210 プラスミドと pCP13 プラスミドは同時に安

定して存在できず、不和合性（incompatible）であった。このことから、pCP13 プラ

スミドの PCP63 遺伝子も Rep 遺伝子である可能性が高く、しかも pCP13 プラスミ

ドも ICP プラスミドであることが考えられる。そのため和合性の実験に用いた当教

室に保存されていた Strain 13 株の PCP63 遺伝子とその周辺の塩基配列を決定し、

不和合性の pCP13 プラスミドの PCP63 遺伝子と pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺

伝子（PBCN16 遺伝子）と比較した。今回決定した pCP13 プラスミド上の

pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺伝子と相同性を有する PCP63 遺伝子は、GenBank
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の登録されていた pCP13 の PCP63 遺伝子と 1 塩基の違いが認められた。その結果、

当教室の Strain 13 株に認められる PCP63 遺伝子は、pBCN5603 プラスミドの Rep

遺伝子より大きく 906bpであり、そのアミノ酸配列は pBCNF5603プラスミドのRep

遺伝子やエンテロトキシン活性を持つ ι毒素類似の毒素遺伝子を持つプラスミド上の

遺伝子とも 90％以上の相同性を持っており、非常に類似していた（表 5）。 

pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺伝子の上流に認められたイテロンと考えられる

IR 配列について、pCP13 プラスミドを含めた他のプラスミドの Rep 遺伝子と考えら

れる遺伝子の上流域の塩基配列と比較したところ、他の 5 種類のプラスミドの Rep

遺伝子と考えられる遺伝子の上流にも、ほとんど同じ配列を持つ 5 組の IR 配列が認

められ、さらに上流には保存されている AT 配列が認められた。以上のことから、こ

れらの Rep 遺伝子と思われる遺伝子を有するプラスミドはいずれも ICP プラスミド

であり、非常に近縁のプラスミドであると考えられた（図 10）。 

一方、今回の検討で pIP404 プラスミドの Rep 遺伝子と相同性を有する PBCN30

遺伝子をもつ pKZ100 プラスミドはウエルシュ菌内では自己複製能がなく、この

PBCN30 遺伝子は pBCNF5603 プラスミドの複製と関連がないことが判明した。し

かし、pIP404 プラスミドや pCP8533S12 プラスミド（アクセッション番号：

AB736082）上に存在する相同性の遺伝子が Rep 遺伝子であり、GenBank にも相同

性の Rep 遺伝子と考えられる遺伝子が認められる。そこで、PBCN30 遺伝子と Rep

遺伝子の機能を示す遺伝子やGenBankに報告された遺伝子と比較した。他の pIP404

プラスミドの Rep 遺伝子と相同性を持つ Rep 遺伝子（約 1,200 bp）と比較すると

PBCN30 遺伝子だけが 3’側が約 200 bp 短くなっていた。他の相同性を持った Rep 様

遺伝子には、染色体上に存在するものがあり、その遺伝子もやはり複製能を持つ Rep

遺伝子より短かった。これらの Rep 遺伝子には明らかな保存ドメインは認められな

かったが、pCP8533S12 プラスミドや pIP404 プラスミドの相同性を持った Rep 遺

伝子が機能することと考えあわせると、3’側の部分がこのタイプの Rep 遺伝子が機能

するうえで重要であると推察される（図 11）。また、相同性を持つ Rep 遺伝子が存在

するプラスミドは 10 kb 程度の場合が多く、この型の Rep 遺伝子が制御しているの
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は、比較的小さい 10 kb程度のサイズのプラスミドであり、今回検討した pBCNF5603

プラスミドのように 40 kb 程度の大きさではないと考えられる。以上のことも、この

PBCN30 遺伝子が機能していないことを裏付ける証明となる。さらに、以前に行った

pCP8533S12プラスミドのPFGE法とサザンブロット法による検討（未発表データ）

では、毒素プラスミドと比較すると pCP8533S12 プラスミドはコピー数が多く、こ

の Rep 遺伝子が pBCNF5603 の複製と関連しない点である。 
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第五章 プラスミドの和合性（compatibility）の検討 

 

プラスミドは、細菌細胞内で安定して存在するシステムを持つ自己複製体（リプリ

コン）である。しかし、近縁のプラスミド、つまり、同じ複製システムを持つ別のプ

ラスミドとは同時に安定して存在できないいわゆる不和合性（incompatibility）とい

う特徴を持つ。大腸菌のイテロン型プラスミド（ICP プラスミド）では Rep 遺伝子

とその上流に認められるイテロンがプラスミドの和合性に重要であることが知られ

ており、それを利用して大腸菌群のプラスミドは Inc ファミリーとして分類されてい

る。ウエルシュ菌では、毒素遺伝子保有プラスミドもイテロン配列を持つ ICP プラ

スミドであることが知られている 5, 6)。しかし、この毒素遺伝子保有プラスミドは、

非常に類似した Rep 遺伝子とイテロン配列を持つにもかかわらず少なくとも 3 種類

のものが同時に存在し、不和合性ではないことが明らかにされている 5, 6)。一方、プ

ラスミドの分配に関連した領域も和合性に関連を持つことも知られている。ウエルシ

ュ菌の毒素遺伝子保有プラスミドでは Rep 遺伝子の上流にプラスミドの分配に関与

すると考えられる ParMRC 領域をもっており、この領域がプラスミドの和合性に重

要であることを確認している（未発表データ）。 

本研究で検討したバクテリオシン遺伝子を保有する pBCNF5603 プラスミドの

Rep 遺伝子である PBCN16 遺伝子を含む複製領域の比較ゲノム学的解析を行った。

その結果、染色体も含め全ての遺伝情報が決定されているウエルシュ菌 Strain 13 株

に認められる β2 毒素遺伝子を持つ pCP13 プラスミドに認められる PCP63 遺伝子が

相同性を持つことが明らかになった。pCP13 プラスミドでは複製領域は同定されて

いないが、今回同定した Rep 遺伝子と相同性がある PCP63 遺伝子を含む領域は、

pCP13 プラスミドの複製領域である可能性が高い。また、既に述べたように比較ゲ

ノム学的解析から、最近報告された ι毒素遺伝子と相同性を持ちヒトで食中毒などの

腸管疾患を起こす毒素の遺伝子を持つプラスミド 17)にも、今回同定した Rep 遺伝子

（PBCN16 遺伝子）や PCP63 遺伝子と相同性の高い遺伝子（PBCN16 相同遺伝子）

が認められる。それらの遺伝子では pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺伝子より少し
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大きいが、これらの PBCN16 相同遺伝子の上流には、非常に類似したイテロン配列

が存在しており、これらは同一グループのプラスミドと考えられる。 

すでに述べたように当研究室に保存していた Strain 13 株の pCP13 プラスミドの

PCP63 遺伝子は、GenBank に登録されているものより大きく、腸管病原性 ι毒素プ

ラスミドの PCP63 相同遺伝子に非常に類似していた。そこで、本研究では、

pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺伝子（PBCN16 遺伝子）とその上流領域をもつリ

コンビナントプラスミド（pKZ200 プラスミド）と Rep 遺伝子を含むプラスミド複製

領域に加えてさらにその上流にあるプラスミド分配領域をもつリコンビナントプラ

スミド（pKZ210 プラスミド）の 2 種類のリコンビナントプラスミドを用いて、当教

室に保存していた Strain 13 株の pCP13 プラスミドとの和合性について検討するこ

とで、pBCNF5603 プラスミドと pCP13 プラスミドの和合性について推測した。そ

の他に Strain 13 株を用いる理由としては Strain 13 株がエレクトロポレーションに

より遺伝子の導入が可能であることも重要である。 

＜材料＞ 

1．使用した培地 

Cooked Meat Medium（DIFCO） 

Fluid Thioglycollate Medium（FTG）（DIFCO） 

Tryptic Soy Broth（DIFCO） 

Brain Heart Infusion （BHI）（DIFCO） 

TGY Medium（100 ml） 

Tryptic Soy Broth（DIFCO）  3 g 

Glucose（Nakarai Tasque）   2 g 

Yeast Extract（DIFCO）     1 g 

L-Cysteine（Nakarai Tasque） 0.1 g 

Brain Heart Infusion（BHI）（DIFCO） 

2．使用した試薬 

Taq ポリメラーゼ 
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 GoTaq Flexi DNA Polymerase（Promega） 

 TaKaRa EX Taq（タカラバイオ） 

Chloramphenicol（WAKO） 

3．使用したキット・機器 

QUICKGENE Plasmid Kit SII（KURABO） 

Electro Cell Manupurator ECM630（BTX） 

Takara PCR Thermal Cycler Dice TP600 Ver.3.00 

4．参考資料 

ウエルシュ菌プラスミドの和合性実験 

ウエルシュ菌への遺伝子導入（エレクトロポレーション法）9) 

コロニーからの直接 PCR 法（Colony Direct PCR 法）による遺伝子の検出 

＜方法＞ 

リコンビナントプラスミドの導入はすでに述べた方法 9)を用い、和合性実験に応用

した。簡単に述べると、Cooked Meat 培地に保存していた Strain 13 株培養液 0.4 ml

を 10 ml の FTG 培地にいれ、37℃で一晩培養した。一晩培養した FTG 培地の菌液

0.2 ml を 10 ml の TGY 培地に入れ、37℃で一晩培養した。培養菌液を BHI 寒天培

地上に塗布し、37℃で、一晩嫌気培養した。BHI 寒天培地上のコロニーについて、

コロニーPCR 法で β2 遺伝子陽性であることにより pCP13 プラスミドが存在するこ

とを確認した。2 遺伝子陽性のコロニーを 10 ml の TGY 培地で、一晩培養した。培

養した Strain 13 の菌液 0.6 ml を、新たな TGY 培地 20 ml に加え、37℃、8 時間、

嫌気状態で培養した。培養液から遠心により集菌し、2 度塩化カルシウム緩衝液で洗

浄した後、菌塊を 1.2 ml の塩化カルシウム緩衝液に懸濁し、その 0.6 ml をプラスミ

ド DNA と混合した。氷上で静置した後、Electro Cell Manupurator ECM630 を用

いて、遺伝子の導入を行った。電気ショックを加えた混合液を 4 ml の TGY 培地に入

れ、3 時間、37℃で培養した。3 時間培養した TGY 培地の菌液 0.2 ml を 10 ml の新

たなクロラムフェニコール（10 g/ml）含有の TGY 培地に継代した。これを継代 1

代目とした。 
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一日培養した培養液 0.2 ml を 24 時間ごとに 10 ml のクロラムフェニコール（10 

g/ml）含有 TGY 培地に継代する操作を 5 回繰り返した。継代 2 代目と 5 代目の培

養菌液を、クロラムフェニコール（15 g/ml）を含む BHI 寒天培地に塗布した。2

種類のリコンビナントプラスミド（pKZ200 プラスミドと pKZ210 プラスミド）のい

ずれかを導入した Strain 13 株に由来する BHI 寒天培地上のクロラムフェニコール

耐性コロニーについて pCP13 プラスミドの存在を調査し、pCP13 プラスミドとリコ

ンビナントプラスミドとの和合性について検討した。つまり、2 種類のクロラムフェ

ニコール耐性遺伝子を保有するリコンビナントプラスミドのいずれかを導入し、継代

した培養液から形成されたクロラムフェニコール耐性コロニーについて、pCP13 プ

ラスミド上の特徴的な遺伝子である β2毒素遺伝子の有無をコロニーPCR法により検

討した。加えて、pCP13 プラスミドではいくつかのトランスポゾン様の遺伝子が認

められ、それらの遺伝子の影響により β2 毒素遺伝子とその周辺が抜け落ちた可能性

もあるため、pCP13 プラスミドが除去（cure）されていることを確認するため β2毒

素遺伝子領域から離れた場所に位置する TopA 遺伝子と Rep 遺伝子と考えられる

PCP63 遺伝子の下流の領域（ParA 遺伝子とは反対の領域）に存在する Cna 遺伝子

について PCR 法を用いて存在の有無を検討した。 

 

＜結果と考察＞ 

2 種類のリコンビナントプラスミドのいずれかを導入した Strain 13 株を 2 代継代

した培養液と 5 代継代した培養液からクロラムフェニコールを含む BHI 培地上に形

成されたコロニーについて検討した。2 代継代した培養液から形成されたコロニーで

は、それぞれのリコンビナントプラスミドにつきそれぞれ 25 個、全体で 50 個のコロ

ニー、5 代継代した培養液から pKZ210 プラスミドを導入した培養液からの 25 個の

コロニーについて、コロニーPCR 法で β2 遺伝子、TopA 遺伝子、Cna 遺伝子の有無

を検討した結果、形成されたコロニーにこれらの遺伝子が陽性のものは認められなか

った（表 6）。一方、対照として用いた pJIR750 プラスミドを導入し、5 代継代培養

した培養液から形成された25個のクロラムフェニコール耐性コロニーではβ2遺伝子
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が全てのコロニーに認められた（表 6）。 

 

 さらにこれらの β2 遺伝子を持たないクロラムフェニコール耐性コロニーについて

検討した。まず、α毒素遺伝子が存在することがウエルシュ菌であると同定する必須

条件であるので、コロニーがウエルシュ菌であることを確認するため、以前に報告し

たプライマー17)による PCR 反応を行い α 毒素遺伝子の有無を確認した。その結果調

べた 16 個のコロニーすべてが α 毒素遺伝子陽性であり、これらのクロラムフェニコ

ール耐性コロニーはウエルシュ菌であると考えられた。さらに α毒素遺伝子は、株に

よる塩基配列の違いが比較的大きく多様性を持っている遺伝子であることを利用し

て、16 個のウエルシュ菌のコロニーのうち 4 個の α 毒素遺伝子の塩基配列を決定し

た。決定した塩基配列を以前に報告 17)した Strain 13 株の α毒素遺伝子の塩基配列と

比較した結果、決定した α毒素遺伝子の塩基配列は以前に報告した Strain 13 株の α

毒素遺伝子の塩基配列 17)と全く同じであった。また、これらの α毒素遺伝子の塩基配

列は今回使用した他のウエルシュ菌株（F5603 株、ATCC3624 株）とは明らかに異

なっており、クロラムフェニコール耐性コロニーは Strain 13 株に由来すると考えら

れた（図 12）。Rep 遺伝子（PBCN16 遺伝子）とその上流域及び上流の ParA 遺伝子

の一部を持つリコンビナントプラスミド（pKZ210）、Rep 遺伝子とプラスミドの分配

に関連した領域（ParA 遺伝子、ParB 遺伝子、ParS 配列の ParABS 領域）を持つリ

コンビナントプラスミド（pKZ200）のいずれとも pCP13 プラスミドが同時に安定し
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て存在することができないと考えられた。このことは、大腸菌のプラスミドの Inc フ

ァミリーにおける不和合性と同じように、Rep 遺伝子とその上流域に存在するイテロ

ン配列が pCP13 プラスミドとリコンビナントプラスミドの不和合性に関連している

と考えられた。また比較ゲノム学的解析から、pBCNF5603 プラスミドの Rep 遺伝子

に加え、pCP13 プラスミドの PCP63 遺伝子やその他の相同性を持った Rep 遺伝子と

考えられる遺伝子の上流域にはイテロンと考えられる 5 つの IR 配列が認められ、そ

の塩基配列はほとんど同じであった（図 10）。 

 

実験結果から、pCP13 プラスミドと pBCNF5603 プラスミドは、不和合性のプラ

スミドであることが判明した。比較ゲノム学解析の結果と考え合わせると、ICP プラ

スミドのRep遺伝子領域を利用した和合性の分類からpBCNF5603プラスミドの Inc

（Incompatibility）ファミリーには、β2 毒素遺伝子保有 pCP13 プラスミド、エンテ
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ロトキシン活性を持つ ι毒素遺伝子保有 pCP-OS120)、pCP-TS1 プラスミド 20)、ウエ

ルシュ菌の病原性への関与がはっきりしていない pB262B プラスミド、WAL-14572

株に認められるプラスミドなどが属すると考えられた。 

一方、現在のところ最も詳しく調べられているウエルシュ菌の主要毒素遺伝子保有

プラスミドは、Rep 遺伝子がほとんど同じで、しかも、非常に類似したイテロン部分

の塩基配列を有している 5, 6, 10)。しかしながら、ほとんど同じ Rep 遺伝子とイテロン

を持つ毒素遺伝子保有プラスミドが、NetB 毒素保有テトラサイクリン耐性株や B 型

ウエルシュ菌 NCTC8533 株（未発表データ）では 3 種類が同時に安定して存在でき

ていることが知られている 5, 6)。つまり、主要毒素遺伝子保有プラスミドは、ほとん

ど同じ Rep 遺伝子とほとんど同じ塩基配列のイテロンを持つにも関わらず和合性で

あると考えられる。これらの毒素遺伝子保有プラスミドでは、イテロンの塩基配列の

少しの違いが和合性を可能にしているかもしれない。しかし、これらのプラスミドで

は、Rep 遺伝子の上流に認められるプラスミド分配領域である ParMRC 領域（特に

ParC 配列）が同時に存在する和合性プラスミドで明確な違いが認められ、この領域

が和合性に重要であると考えられる（未発表データ）。ウエルシュ菌のプロトタイプ

の毒素遺伝子保有プラスミドと異なり、今回検討した ICP 型の pBCNF5603 プラス

ミドとその近縁のプラスミドである pCP13 プラスミドでは、プラスミド分配領域の

ParABS 領域（特に ParA、ParB の結合領域と考えられる ParS 領域）を保有しない

リコンビナントプラスミドが不和合性に関連していることから、以前から詳しく調べ

られている大腸菌のプラスミドなどと同様にイテロン配列が和合性に強く関連して

いることが判明した。一方、プラスミド分配領域がプラスミドの和合性に関与する可

能性はあるが、今回の実験では検討していない。今後この点について検討していく予

定である。 
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＜参考結果＞ 

PCR アッセイ系の特異性の検討 

この研究で新たに用いた 5 つの遺伝子に対する PCR アッセイ系（pBCNF5603 プ

ラスミドと pCP13 プラスミドの Rep 遺伝子、pBCNF5603 プラスミドの BCN5603

遺伝子、pCP13 プラスミドの β2 毒素遺伝子、TopA 遺伝子、Can 遺伝子）の特異性

について検討した。対象として用いた菌株はウエルシュ菌の 5 株、セレウス菌 4 株で

ある。表に示すように、実験に用いた 5 種類の遺伝子を検出する PCR 法は、それぞ

れの遺伝子を特異的に検出していた（表 7）。 
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第六章 pBCNF5603 のプラスミド分配領域の安定性への関与 

 

6－1．ウエルシュ菌宿主株での安定性 

プラスミドは、宿主の持っている染色体複製系とは異なる独自の複製系を持つが、

染色体の複製と同期して複製することで宿主細胞分裂後も子孫細胞に受け継がれる。

また、分裂した子孫細胞それぞれに均等に分配（partitioning）され、分裂を繰り返

しても安定して維持される。しかし、プラスミドの維持つまり安定性が宿主により異

なることが知られている。具体的な例として、グラム陰性菌の薬剤耐性遺伝子保有プ

ラスミドが菌種により安定性が異なることが報告 21)されており、プラスミドの分配に

宿主側の因子が関連すると考えられている。しかし、プラスミドの分配に関連した具

体的な宿主側の因子についての報告はほとんどない。また、Rep 遺伝子以外にも様々

な因子がイテロン型プラスミド（ICP）の複製に影響を与え、プラスミドの安定性に

関連していると推測される。 

ウエルシュ菌の毒素遺伝子保有プラスミドの伝達実験から、本来、毒素遺伝子保有

プラスミドを持たない株に毒素遺伝子保有プラスミドが伝達された場合、受け取った

株（recipient）は、比較的容易にプラスミドを失うことが知られている（personal 

communications）。以上のことから、プラスミドの安定性は、今回同定した複製領域

や分配領域の機能と同時に宿主の因子により影響を受け、それによりプラスミドの安

定性に違いが生じる可能性が示唆される。 

本研究では、プラスミドの安定性に関連するプラスミドが持つ因子として考えられ

る複製領域と ParA 遺伝子、ParB 遺伝子を含む分配領域をもったリコンビナントプ

ラスミド（pKZ200 プラスミド）を用いて、本来プラスミドを持たない株である

ATCC3624 株と pBCNF5603 プラスミドと同一の Inc グループに属するプラスミド

pCP13 をもつ Strain 13 株におけるリコンビナントプラスミドの安定性を比較し、プ

ラスミドの複製、分配領域のプラスミド安定性への寄与と宿主因子のプラスミド安定

性への関与について検討した。 

＜材料＞ 
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1．培地 

Cooked Meat Medium（DIFCO） 

Fluid Thioglycollate Medium（FTG）（DIFCO） 

Tryptic Soy Broth（DIFCO） 

Brain Heart Infusion （BHI）（DIFCO） 

TGY Medium（100 ml） 

Tryptic Soy Broth（DIFCO）  3 g 

Glucose（Nakarai Tasque）   2 g 

Yeast Extract（DIFCO）     1 g 

L-Cysteine（Nakarai Tasque） 0.1 g 

Brain Heart Infusion（BHI）（DIFCO） 

2．試薬 

Taq ポリメラーゼ 

 GoTaq Flexi DNA Polymerase（Promega） 

 TaKaRa EX Taq Polymerase（TaKaRa） 

Chloramphenicol（WAKO） 

3．使用した機器 

TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice TP600 Ver.3.00 

参考資料 

コロニーからの直接 PCR 法（Colony Direct PCR 法）による遺伝子の検出 

＜方法＞ 

本研究で作成したクロラムフェニコール耐性リコンビナントプラスミドで、Rep 遺

伝子に加えてプラスミドの分配に関連していると推定される遺伝子群 ParA 遺伝子、

ParB 遺伝子（この 2 つの遺伝子はオペロンと考えられる）と ParS 領域と推測され

る塩基配列部分をもつ pKZ200 プラスミドを用いて検討した。プラスミドの複製領域

の同定実験で得られ、Cooked Meat 培地で保存していた pKZ200 プラスミド保有

ATCC3624 由来株と pKZ200 プラスミド保有 Strain 13 由来株（この株では pCP13
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プラスミドは cure され、保有されていないことを確認している）の各々2 クローン

を用いた。保存株の培養液 0.2 ml を 10 ml FTG 培地で一晩培養し、その後、培養液

0.2 ml を 10 ml のクロラムフェニコール含有（15 g/ml）TGY 培地で 37℃、一晩培

養した。クロラムフェニコール含有（15 g/ml）BHI 寒天培地に塗布し、37℃で嫌

気培養した。形成されたコロニーをクロラムフェニコール含有（15 g/ml）TGY 培

地で 2 回継代培養した。クロラムフェニコール含有 TGY 培地で 2 回継代培養した培

養液を、クロラムフェニコールを含有していない TGY 培地 10 ml に 10 l を入れ、

24時間37℃で培養した（10 mlの培地に10 l入れることで1回の継代培養で約1,000

倍希釈となり、元の状態にまで増殖することで少なくとも約 10 世代分裂していると

推定することができる）。同様の方法で 6 回継代培養（約 60 世代）した。コントロー

ルとしてクロラムフェニコール含有（10 g/ml）TGY 培地で継代培養したものを用

いた。4 回継代培養した培養液と 6 回継代培養した培養液を、クロラムフェニコール

を含まない BHI 平板培地に塗布し、37℃で嫌気培養した。各々25 個の形成されたコ

ロニーをクロラムフェニコール含有（15 g/ml）BHI 寒天培地とクロラムフェニコー

ルを含有していない BHI 寒天培地に画線塗布し、レプリカを作成し 37℃で嫌気培養

した。レプリカ上での増菌を確認することで、クロラムフェニコールを含まない BHI

培地で形成されたコロニーのクロラムフェニコール耐性を確認することにより、リコ

ンビナントプラスミド（pKZ200 プラスミド）の保有の有無を検討した。プラスミド

を自然保有する F5603 株と Strain 13 株も同様に約 60 世代培養し、BHI 培地上で形

成されたコロニーについて、Rep 遺伝子と BCN5603 遺伝子（F5603 株）又は Rep

遺伝子と β2 毒素遺伝子（Strain 13 株）の有無をコロニーPCR 法により確認し、

pBCNF5603 プラスミドと pCP13 プラスミドの安定性についても検討した。 

 

＜結果と考察＞ 

pKZ200 を保有する ATCC3624 株の場合、BHI 寒天培地上で形成されたコロニー

のうちクロラムフェニコールを含まないTGY培地で約60世代培養した後のクロラム

フェニコール耐性コロニーは、2 種類のクローンいずれにおいても 40％程度であった
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（表 8）。一方、クロラムフェニコール含有（10 g/ml）TGY 培地で継代した場合に

は、いずれも 80％以上がクロラムフェニコール耐性コロニーであった。言い換える

と、ATCC3624 株におけるリコンビナントプラスミド（pKZ200）は比較的不安定で

あると考えられた（表 8）。一方、同じ Incファミリーに属するプラスミドである pCP13

プラスミドを保有していた Strain 13 株にリコンビナントプラスミド pKZ200 を導

入した 2 種類のクローンでは、40 世代培養後のクロラムフェニコール耐性コロニー

（リコンビナントプラスミド保有コロニー）の比率は ATCC3624 株に比べて高い傾

向が認められた。しかし、60 世代培養後のクロラムフェニコール耐性コロニーは、

いずれも40％程度でATCC3624株の場合と明らかな違いは認められなかった（表8）。

つまり、いずれの株においてもリコンビナントプラスミドは、プラスミド複製、分配

領域を保有しているにも関わらず、比較的不安定であった。 

クロラムフェニコール耐性コロニーやクロラムフェニコール感受性コロニーがリ

コンビナントプラスミド pKZ200 を保有、または、消失しているかを確認するため、

一部のコロニーについてコロニーPCR 法を用いて Rep 遺伝子の有無を検討したとこ

ろ、クロラムフェニコール感受性コロニーでは Rep 遺伝子は認められなかった。一

方、クロラムフェニコール耐性コロニーでは Rep 遺伝子が検出された。 

次に、導入したリコンビナントプラスミドの不安定さが pCP13 プラスミドの影響

によるものでないことを確認するためβ2毒素遺伝子に対するPCR法により検討する

と、いずれのコロニーにも β2 毒素遺伝子は認められず、リコンビナントプラスミド

pKZ200 の不安定性は、pCP13 プラスミドが影響したわけではないと考えられた。 

一方、F5603 株を 60 世代（それ以上）培養した後のコロニーでは、BCN 遺伝子、

Rep 遺伝子の陽性率は 100％で、pBCNF5603 プラスミド保有率は、100％であると

考えられた。同様に Strain 13 株でも 60 世代（それ以上）培養後のコロニーの β2毒

素遺伝子、PCP63 遺伝子の陽性率は 100％で、これらの 2 種類のプラスミドは、本

来の株では非常に安定していると考えられ、リコンビナントプラスミド pKZ200 の安

定性と大きな違いが認められた（表 8）。 
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 比較ゲノム学的検討の結果から、pBCNF5603 プラスミドや pCP13 プラスミドな

どに認められる ParA 遺伝子、ParB 遺伝子含む領域がプラスミドの分配に関連する

可能性が考えられた。さらに詳細に調べると、この 2 つの遺伝子の下流域に 117bp

からなる非常に保存された領域が認められた。この領域には、2 組の IR 配列と 1 つ

の繰り返し配列が存在する（図 13）。言い換えると 1 組の IR 配列と 1 つの繰り返し

配列を含む領域が 2 ヶ所に存在していた。これらの配列は、大腸菌の P1 プラスミド

などに存在するプラスミドの分配領域の構成要素である ParS シークエンスの領域と

極めて類似しており、pBCNF5603 プラスミドは、この領域に ParS 領域を保有して

いると考えられた。つまり、pBCNF5603 プラスミドや pCP13 プラスミドは、プラ
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スミド分配領域として ParABS システムを有すると考えられる。さらに下流の

PBCN19 遺伝子と相同性を持つ遺伝子も 6 種類すべてのプラスミドに認められ、そ

の機能は不明で、明らかな保存ドメインは認められないがプラスミドの安定性に関与

するものであるかもしれない（表 5）。 

 

今回用いたリコンビナントプラスミド pKZ200 は、詳しく研究されている大腸菌の

P1 プラスミドなどの ICP プラスミドにおける分配や安定性に重要な構造をすべて保

有している。しかしながら、リコンビナントプラスミド pKZ200 は、ウエルシュ菌

ATCC3624 株だけでなく pCP13 を保有していた Strain 13 株に由来する株のいずれ

においても、pBCNF5603 プラスミドや pCP13 プラスミドのように安定して存在す

ることができなかった。また、アクリジンオレンジによる染色体とプラスミドの複製

抑制効果の差を利用したウエルシュ菌 Strain 13 株の pCP13 プラスミドの除去

（curing）を試みた実験では、大腸菌の場合と異なり、調査した Strain 13 株のコロ

ニーの中に pCP13 プラスミドを消失したと考えられるクローンは認められなかった

（未発表データ）。これらの結果を考え合わせるとウエルシュ菌における比較的大き

いプラスミドは非常に安定であり、この安定性には、P1 プラスミドと異なる機構や

因子が関係していることが明らかになった。 

本来のプラスミドとリコンビナントプラスミドの一番大きな違いは大きさであり、

プラスミドの大きさ自身がプラスミドの安定性に寄与している可能性が考えられる。

しかし、B 型株である NCTC8533 株では、一番大きい毒素遺伝子保有プラスミドで

ある β毒素遺伝子が最も消失しやすく、その次には 2 番目に大きい λ毒素遺伝子保有
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プラスミドで、最も消失しにくいのは最も小さい ε毒素遺伝子を保有する約 65kb の

プラスミドであった（未発表データ）。このことからは、ウエルシュ菌のプラスミド

の場合、単に大きいことが重要ではなく最も安定性に適した大きさがある可能性が示

唆される。また、プラスミドがある程度の大きさを持つということは、今回同定した

複製領域や分配領域以外の場所に存在する機能未知の遺伝子や塩基配列がプラスミ

ドの安定性には重要である可能性も推察される。実際、大腸菌のプラスミドでは、プ

ラスミド分配領域の遺伝子以外にもプラスミド上の様々な遺伝子がプラスミドの安

定性に関係することが知られている。今回検討した pBCNF5603 プラスミドだけでな

く塩基配列が報告されているウエルシュ菌のプラスミド上には、多くの機能未知の遺

伝子が認められ、想定タンパク質（Hypothetical protein）遺伝子や保存想定タンパ

ク質（Conserved hypothetical protein）遺伝子として報告されている。このような

機能未知の遺伝子の中に、ウエルシュ菌のプラスミドの安定性に重要な因子をコード

する遺伝子が存在する可能性も十分に考えられる。 

別の理由としては、pBCNF5603 プラスミドと pCP13 プラスミドでは、Rep 遺伝

子やプラスミドの複製、分配領域が完全には同一でないことが影響している可能性が

ある。つまり、Rep 遺伝子の保存ドメインは 2 つのプラスミドで同じであるが、それ

以外の領域に少しの異なる部分があることや同じ Inc ファミリーに属する pCP13 プ

ラスミドは、pBCNF5603 プラスミド由来のプラスミド分配領域には少しの塩基配列

の違いが認められる。また、同じ ICP プラスミドである毒素遺伝子保有プラスミド

がウエルシュ菌で複製できなくなる変異体では最も上流のイテロンの 2 塩基上流に

変異がはいることで複製能を失うことが報告 10)されており、このようなわずかな違い

が Strain 13 におけるリコンビナントプラスミド pKZ200 の安定性に関連している可

能性がある。 

また、大腸菌群の細菌では、プラスミドの安定性に宿主因子が関わり合いを持って

いることが知られているが、ウエルシュ菌でそのような点に注目した研究は、これま

で行われていない。宿主細胞の遺伝学的性状についての 8 つの染色体上の遺伝子を用

いた multi-locus sequence tying （MLST）analysis 研究 17)で、毒素遺伝子保有プラ
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スミドなどのプラスミドをもつ株は、持たない株とは異なる遺伝学的背景を持つこと

が報告されている。MLST を用いた研究の結果では、今回宿主として使用したウエル

シュ菌株である F5603 株と Strain 13 株は、ATCC3624 株と比べるとより近い遺伝

学的背景を持っている。それにも関わらず pBCNF5603 プラスミドのプラスミド分配

領域を持つリコンビナントプラスミドが、Strain 13 株では安定的に存在できない結

果であった。しかし、プラスミドの複製領域に関連した宿主染色体のハウスキーピン

グ遺伝子（代表的なものには DnaA 遺伝子がある）は、以前のウエルシュ菌の MLST

研究では調査されていない。つまり、少なくともプラスミドの複製や分配に関連した

領域と直接関係を持つ染色体上の遺伝子については、現在までのところ十分な検討は

行なわれていない。今後、プラスミド上や染色体上の遺伝子でプラスミドの複製や分

配に関連した遺伝子をくわしく調査し、ウエルシュ菌の β2 毒素や主要毒素遺伝子を

保有するプラスミドの安定性と関連を持つ因子を明らかにすれば、病原性ウエルシュ

菌による疾患の治療や予防に応用することが可能となる。 

 

6－2．推定プラスミド分配領域の比較ゲノム学的検討 

Rep 遺伝子の上流部分に認められた ParA 遺伝子、ParB 遺伝子、ParS シークエン

スのプラスミドの分配に関連した ParABS 領域は、プラスミドの安定性や和合性と関

連をもつ可能性がある。また、これらの遺伝子は PCR 法による以前の検討 17)で様々

な株に存在することが判明している。そこで、今回同定した Rep 遺伝子を同時に保

有するプラスミドに加え、そのほかのプラスミドにもプラスミドの分配に関連した

ParABS 領域が存在するかどうかを GenBank のデータベースで検討した。 

＜使用したソフトウェア＞ 

BLAST-P（NCBI） 

ORF Finder（NCBI） 

＜方法＞ 

NCBI のホームページ上のオンラインソフトウェアを使用して検討した。 
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＜結果と考察＞ 

プラスミドの分配に関連した領域として、pBCNF5603 プラスミドと pCP13 プラ

スミドではRep遺伝子の上流に逆向きの ParA遺伝子とParB遺伝子のオペロンが認

められた。それらの遺伝子の塩基配列から推測されるアミノ酸配列は、これらのプラ

スミドで 96％以上の相同性を持ち Rep 遺伝子以上に非常に類似していた（表 5）。ま

た、pBCNF5603 プラスミドや pCP13 プラスミドと非常に近縁な Rep 遺伝子を持つ

4 種類のプラスミドについて、これらのプラスミド分配領域の存在を確認したところ、

同じ Inc ファミリーと考えられる 4 種類のプラスミド（pCP-TS1、pCP-OS1、pF262、

pWAL）にも Rep 遺伝子の上流に同様の ParABS 領域が認められ、いずれも非常に

保存されていた（表 5）。 

さらに、Rep 遺伝子とプラスミドの分配に関連した遺伝子の間（Intergene 領域）

の塩基配列は、イテロン配列、AT 配列だけでなく、ParA 遺伝子のプロモーター領域

を含むと考えられる領域すべてがかなり保存されていた。これらの ParA 遺伝子、

ParB 遺伝子の下流の ParS と推測される塩基配列には、保存された 117 塩基の塩基

配列が認められた。この推定 ParS 領域には、11 塩基からなる IR（IR1）と 6 塩基か

らなる IR（IR2）との 2 種類の IR 塩基配列と 2 つの 6 塩基からなる繰り返し配列が

認められ、プラスミドの分配に関する遺伝子群は、6 種類のプラスミドに共通であっ

た（図 13）。詳細な研究が行われている大腸菌の P1 プラスミドのプラスミド分配領

域に類似の構造がウエルシュ菌の pBCNF5603 プラスミドとその近縁のプラスミド

全てで認められ、特にプラスミドの分配に必須の部分とされている IR 配列と繰り返

し配列のペアーの部分が保存されていた。この部分に類似した構造が、ウエルシュ菌

の pBCNF5603 プラスミドのグループのプラスミドすべてに認められることから、基

本的には本研究で推定した領域は、比較ゲノム学的検討からもプラスミドの分配に関

連し、ParABS 領域はプラスミドの安定性に関連する可能性が推測された。しかし、

これらの領域全てを持つリコンビナントプラスミドを用いた実験からはプラスミド

の安定性とこの領域との関連は認められなかった。 

一方、同時に存在しているエンテロトキシン遺伝子を保有するプラスミドも同様に
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ICP プラスミドであると考えられるているが、Rep 遺伝子の上流に存在するのは、

ParMRC 系のプラスミド分配システムであると報告 5, 6)されており、今回研究した

pBCNF5603 プラスミドの ParABS プラスミド分配システムとは異なる。しかし、

GenBank 上に主要毒素である β毒素遺伝子を保有し、ParMRC 系のプラスミド分配

システムをもつプラスミドに、pBCNF5603 プラスミドの分配領域である ParABS 領

域と極めて類似した遺伝子構成を有する領域が認められた。我々が今まで研究に用い

てきた B 型 NCTC8533 株の β 毒素遺伝子にも同様の領域が認められるかどうか

NCTC8533 変異株を用い、部分的な塩基配列を決定して検討したところ、B 型

NCTC8533 の β毒素遺伝子保有プラスミドにも ParABS 領域と極めて類似した遺伝

子構成を有する領域が認められた（アクセッション番号：AB736083）。しかし、これ

らの領域はβ毒素遺伝子保有プラスミドの複製領域から離れた部分に存在すると考え

られた。その他にもこの領域は、B 型 ATCC3626 株の β 毒素遺伝子保有プラスミド

や C 型 JGS1945 株の β毒素遺伝子保有プラスミドに認められ、さらに E 型 JGS1987

株のプラスミドと考えられる塩基配列情報にも認められた。これらについて比較した

ところ、B 型 NCTC8533 株、B 型 ATCC3626 株、C 型 JGS1945 株の β毒素遺伝子

保有プラスミドでは、塩基配列が非常に類似しており、いずれも ParABS 領域が認め

られた（表 5、図 14）。 
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プラスミド分配領域は、プラスミドの安定性だけでなく和合性と関連を持つ可能性

が考えられ、pBCNF5603 プラスミドと非常に類似しているプラスミド分配領域を持

つβ毒素遺伝子保有プラスミドとpBCNF5603プラスミドとが不和合性を示すかどう

かは興味深いところであり今後研究を進めていきたいと考えている。 

 これまで述べてきたように、このプラスミド分配領域と考えられる領域には 3 つの

遺伝子と 1 つの領域が存在すると考えられる。ParA 遺伝子と ParB 遺伝子は、これ

まで報告されている大腸菌のプラスミドなどと同様にオペロンを形成していると考

えられた 22)。また、ParB 遺伝子とその下流の PBCN19 遺伝子との間には ParS 領域

と考えられる塩基配列が存在するが、その大きさは 117 塩基であり、ParA 遺伝子と

ParB 遺伝子に加えて PBCN19 遺伝子もオペロンを形成していると推測される。これ

らのことから、pBCNF5603 プラスミドは 3 つの遺伝子からなるプラスミド分配領域

を持っている可能性も考えられる。 

pBCNF5603 プラスミドのプラスミド分配領域の各々の遺伝子産物の中で、ParA

蛋白質は ATPase 活性を持つと推察され、1 か所の P ループドメイン（KGGVAKT

配列）を有する 22)。この P ループドメインは、リン結合領域で Walker A モチーフと

考えられる。一方、ParA 蛋白質に通常認められる Walker B モチーフは BLAST 上

では同定されていない。これは Walker B モチーフは一般に多様性があることから特

定しにくいためと考えられる。しかし、ParA 蛋白質には Walker B モチーフと思わ

れる 4 個の疎水性アミノ酸とそれに続くアスパラギン酸の 5 つのアミノ酸の配列

（YCLID 配列）が確認された。さらに、ParA 蛋白質には 2 か所のマグネシウムイオ

ン結合部位と考えられる部位が認められた。 

ParB 蛋白質には、今まで報告されている ParB ヌクレアーゼ活性に関連を持つド

メインが存在している 22)。一方、機能が未知である PBCN19 相同タンパク質には明

らかな保存ドメインは認められないが、相同性を持つもの（相同性は低い）に SpoVT

蛋白質がある。この SpoVT 蛋白質は芽胞形成時に機能するタンパク質のひとつであ

る。また、ParA 蛋白質に高い相同性を持つものの一つとして Soj 蛋白質があり、こ

の Soj 蛋白質は芽胞形成開始阻害因子（Sporulation initiation inhibition protein）
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であると考えられており、ParA 蛋白質が芽胞形成時に機能するタンパクに類似して

いることを考えると PBCN19 相同遺伝子の産物は ParA 蛋白質と関連がある可能性

が考えられる。 
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第七章 総 括 

 

今回、ウエルシュ菌の腸管病原性株の毒素遺伝子保有プラスミドと共存するプラス

ミドについて研究を行い、以下のことを明らかにした。 

1．プラスミドの病原性への役割を検討するため、毒素遺伝子保有プラスミドと共存

するプラスミド pBCNF5603 の保有する遺伝子の機能を推測した。 

2．機能が推測できた遺伝子のなかにバクテリオシン遺伝子とその制御領域が存在し

ていた。バクテリオシン遺伝子自身は、既に報告されているバクテリオシン BCN5

とほとんど同じドメイン構造を有していた。バクテリオシン発現の制御領域は、

比較ゲノム学的検討で、ストレスにより発現が促進されると推察された。今回、

ヒトの腸管病原性ウエルシュ菌株が、バクテリオシン産生能を有していることを

初めて確認し、実際に、その産生がストレス処理により促進されることも確認し

た。 

3．今回の研究で、ウエルシュ菌の伝達能を有していない毒素遺伝子保有プラスミド

のグループにおいて、その基本的機能である自己複製能に重要な遺伝子であるRep

遺伝子を同定した。さらに、その上流の塩基配列の比較からイテロン配列を同定

し、このプラスミドがイテロン型プラスミド（Iteron-containing plasmid：ICP）

であることを明らかにした。さらには、比較ゲノム学的方法により Rep 遺伝子の

上流にプラスミド分配領域を同定した。同定したプラスミド分配領域から、本研

究で解明したプラスミドは、typeII プラスミド分配領域 22)を持つプラスミド毒素

遺伝子保有プラスミドとは異なる type Ia のプラスミド分配領域 22)を持っている

ことを初めて明らかにした。 

4．バクテリオシン遺伝子を保有しているプラスミドには、毒素産生や薬剤耐性など

の遺伝子は認められなかった。また、このプラスミドは伝達性に関連した遺伝子

群は存在しなかったが、共存する毒素遺伝子保有プラスミドが伝達性であると考

えられていることから、毒素遺伝子保有プラスミドとの共伝達の可能性は考えら

れる。 
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5．今回の研究で、ウエルシュ菌のプラスミドの和合性を検討するための実験系を初

めて確立した。さらに、類似の複製システムを持つと考えられるプラスミドにお

ける和合性の実験に応用し、実際に不和合性であることを確認した。和合性の実

験結果から、Rep 遺伝子とイテロン領域がプラスミドに特徴的な不和合性（近縁

プラスミドは同時にひとつの細胞内存在できない性質）に関連していることを明

らかにした。さらに比較ゲノム学的検討より近縁のプラスミド（同じグループに

分類されるであろう）が少なくとも 5 種類あり、3 種類は毒素遺伝子保有プラスミ

ドであった。これらのプラスミドは、和合性（Incompatibility）に基づくプラス

ミドの分類に応用が可能で、ウエルシュ菌のプラスミドの Inc グループを初めて

明らかにした。また、これらの Inc グループのプラスミドは、ウエルシュ菌の病

原性と関連を持っていると考えられた。 

6．ウエルシュ菌におけるプラスミドの安定性に関する研究は今までされていない。

Rep タンパク質の同定から、プラスミドの細菌細胞内での安定性（分裂しても子

孫に確実に受け継がれる）に重要なプラスミド分配と関連をもつと思われる遺伝

子群を確認した。そこでこれらウエルシュ菌プラスミドの安定性について検討し

た結果、ウエルシュ菌プラスミドにおいては、プラスミド分配領域だけではプラ

スミドの安定性を説明できないことをはじめて明らかにした。このことから、こ

のプラスミドの安定性には、プラスミド分配遺伝子群の領域外の遺伝子や染色体

の複製関連遺伝子が関係していると推定できる。 
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第八章 今後の展望 

 

今回の研究結果から、腸管病原性ウエルシュ菌の病原性発現にバクテリオシンが関

与している可能性が強く示唆された。一般にバクテリオシンは、プロバイオテックス

による腸内フローラのバランスの改善に作用する微生物が産生し、病原細菌の増殖阻

害活性に関連していると考えられている。近年、家畜への抗生物質の投与が、ヒトに

認められる耐性菌出現の温床になっていると考えられ、ヨーロッパやオーストラリア

などにおいては使用が制限されてきている。そのため、ウエルシュ菌による動物の疾

患、特に抗生物質により発生が抑制されていた鶏の壊死性腸炎が養鶏場などで発生し、

大きな経済的損失をもたらすことが問題になっている 20)。この感染症は、かつてはウ

エルシュ菌の主要毒素であるα毒素によると考えられてきたが、近年の研究からウエ

ルシュ菌のβ毒素やδ毒素に相同性を持つ NetB（necrotic enteritis B-like）毒素が

その主な原因であると考えられるようになってきた 23)。今回発見したバクテリオシン

BNC5603や以前から詳細に研究されているバクテリオシンBCN5などがウエルシュ

菌に活性を持つことから、このような疾患に毒素遺伝子を持たないがバクテリオシン

を産生するウエルシュ菌をプロバイオテックスとして用いることで、病原性ウエルシ

ュ菌の増殖を抑制し、疾患の発生を阻止することに応用できると考えられる。今後研

究を進めることは、鶏の壊死性腸炎の発生を抗生物質の使用なしに抑制し、大きな経

済的損失をなくすることにかなりの貢献があると考えられる。 

また、ウエルシュ菌の近縁菌種に、ヒトにおいて抗生物質関連下痢症や院内感染、

更には高齢者での難治性、再発を繰り返す下痢症の原因菌として問題になっているデ

ィフィシル菌（Clostridium difficile）がある。近年毒素を持たないディフィシル菌の

株をワクチンとして利用することや健常なヒトの糞便移植などによるディフィシル

菌による疾患の制御が検討されている。ウエルシュ菌は、健常なヒトの糞便に含まれ、

ウエルシュ菌が産生するバクテリオシンは、主に近縁菌種に活性を持つことから、今

回発見したバクテリオシンのディフィシル菌に対する増殖抑制効果を調べることや

他のウエルシュ菌の病原性株のバクテリオシンのディフィシル菌に対する抑制効果
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を調べることは、ヒトでのディフィシル菌による疾患（CDAD）の制御に応用できる

可能性がある。 

本研究で、プラスミドの安定性に大きく関与すると考えられるプラスミド分配シス

テムが明らかとなった。しかし、それだけではウエルシュ菌のプラスミドの安定性を

説明できないことも明らかになった。プラスミドが菌細胞の分裂後、子孫細胞に正確

に受け継がれるには、少なくとも二つの重要なステップがある。一つ目は宿主細胞の

染色体の複製開始のシグナルを正確に受け取ってプラスミドの分裂を開始すること

である。この第一のステップでは、Rep 蛋白質の DNA への結合が細胞分裂と関連を

持ついくつかの染色体上の宿主因子（特に DnaA と IHF（Integration host factor）

が知られている）による影響を受けることによると考えられる。しかし、DNA への

タンパク質の結合は、細菌細胞だけでなくヒトなどの細胞において様々な場面で起き

ている。タンパク質と DNA との結合に影響を及ぼすような薬剤は、多くの因子に影

響を及ぼす可能性が高い。言い換えると、このような薬剤は様々な副作用を起こすリ

スクが高いと思われる。 

コピー数が少ないプラスミドでは、プラスミド分配のステップで分裂した子孫細胞

それぞれにプラスミドが正確に少なくとも一つずつが分かれることが必要である。こ

のステップで、プラスミドの安定性に大きく関与する因子はプラスミド分配因子であ

る。プラスミド分配に関連したプラスミドの因子は、HSP 型の ATPase 活性様の作

用を持つParAタンパク質、ヌクレアーゼの作用と関連を持つParBタンパク質、ParB

タンパク質が結合する ParS 領域がある。これらはプラスミドに特有の因子であるこ

とからターゲットとして有効な可能性がある。本研究の結果では、類似の複製機構を

持つプラスミドを保有する株では、プラスミドを保有しない株と比較すると、プラス

ミドがやや安定して存在していると考えられ、宿主によりプラスミドの安定性に差が

あることが推察された。しかし、2 種類の宿主細胞で明らかな差は認められなかった。

この理由の一つとして、プラスミドの複製、分配領域がうまく働いていないことが考

えられる。このことは、宿主因子だけでなく未知のプラスミドの因子の関連の可能性

が考えられる。宿主因子については、大腸菌などではプラスミドの分配のステップに
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IHF が関与していることが知られているが、その機構は十分に解明されておらず、今

後研究を進める必要があると思われる。プラスミド分配領域に認められる以外のプラ

スミドの因子については、今まで全く知られておらず今後研究を進めることが必要で

ある。 

プラスミドの安定性の差を正確に検出できなかったもうひとつの理由として、安定

性評価に用いたアッセイ系の問題が考えられる。本研究で用いたアッセイ系は、従来

から用いられている方法で、コロニー形成という菌の分裂を伴うステップが必要であ

ること、限られたコロニー数しか調べられないなどプラスミドの安定性の差を正確に

検出するには十分とは言えない。プラスミドの安定性に関与する因子について今後詳

細に研究するため、まず簡便で正確なアッセイ法の確立が必要である。具体的には、

real-time PCR 法を利用してプラスミドと染色体上の遺伝子の比率を正確に算出する

方法が有用であると考えられる。 

 プラスミドの安定性は、プラスミドと関連した毒素産性能や薬剤耐性と大きく関連

している重要な問題である。これらの重要なプラスミドは、基本的には ICP 型のプ

ラスミドで、コピー数が少ないことから、本研究で明らかになったようなに、プラス

ミドの維持には未知のプラスミドや充分解明されていない宿主の因子が大きく関わ

っていると考えられる。今回検討したような比較的大きく、様々な遺伝子を保有する

プラスミドの安定性に関与する未知の因子を同定することは、プラスミドに関連した

因子によって引き起こされる問題に対応する大きなヒントになると考えられる。つま

り、プラスミドの安定性に関連する因子を同定し、その因子を阻害する物質を探し出

し、その物質に由来する薬剤を開発していくことで多くの毒素遺伝子をもつ非常に安

定なプラスミドをウエルシュ菌から取り除くことが可能となり、その結果、ウエルシ

ュ菌による疾患、特に大きな経済的損失をもたらす家畜の疾患の治療や予防に利用で

きると考えられる。また、同様の考え方をプラスミドに薬剤耐性遺伝子を持つ他の菌

に応用すれば、既存の抗生物質との組み合わせなどにより薬剤耐性菌に対する新たな

治療戦略につながっていく可能性がある。 
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1．略語・用語 

 

  

    
    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

略語・用語一覧

PFGE法 ： Pulsed Field Gel Electrophoresis、パルスフィールドゲル電気泳動法

ORF ：

IR ： Inverted Repaet、ここではDNAの逆向きの反復塩基配列。

バクテリオシン ：

プラスミド ： 細菌細胞が保有する核以外のDNAで、細菌の生存に必須ではない。

プラスミドの伝達性 ：

プラスミドの和合性 ：

プラスミドの安定性

Open Reading Frame、アミノ酸に翻訳した場合に終止コドンを含まない
読み取り枠でタンパク質に翻訳される可能性がある塩基配列。

異なる複製機構をもつプラスミドの場合、ひとつの細菌細胞内に同時
に存在できること。同じ複製機構を持つものは同時に存在できず不和
合性となる。

細菌細胞が分裂した後、親細菌細胞に存在していたプラスミドが子孫
細胞に正確に受け継がれる場合を安定しているという。

主に細菌細胞が産生する同種や類縁種に対する抗菌活性をもったタ
ンパク質やペプチド。

一部のプラスミドが持つ性質で、近縁菌種との接触によりその複製体
やその一部が移動する性質。プラスミドが伝達することで受け取った細
菌細胞も伝達された遺伝子の機能を保有することになる。
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2．ウエルシュ菌からのプラスミドの抽出 

 

＜菌の培養＞ 

 

Day 1 Cooked Meat 培地で保存していたウエルシュ菌の培養液 0.2 ml を 10 ml の FTG 培地

にいれ、37℃で一晩、培養する。 

FTG（Fluid Thioglycollate）培地には芽胞の発芽を促進する成分が含まれている。 

 

Day 2 一晩培養した菌液 0.2 ml を 10 ml の TGY 培地にいれ、37℃で一晩、培養する。 

TGY 培地には、グルコースを多く含みウエルシュ菌の増殖には適している。 

 

＜プラスミドの抽出＞ 

 

Step 1 一晩培養した TGY 培地のウエルシュ菌培養液 1 ml を 1.5 ml のエッペンドルフチュ

ーブに移し、8,000－10,000 rpm で 3－5 分遠心し、上清を捨てる。 

 

Step 2 菌のペレットを TES バッファー400 l に再浮遊させる。8,000－10,000 rpm で 3－5

分遠心し、上清を捨てる。 

この段階のペレットを－80℃で 1－2 週間保存することができる。 

 

Step 3 菌のペレットに再度 TES バッファー400 l に再浮遊させる。 

 

Step 4 100 l のリゾチーム溶液を加え、37℃で 10 分間インキュベートする。 

 

Step 5 さらに、100 l の 0.25 M EDTA, 50mM Tris buffer（pH 8.0）溶液を加え充分懸濁し

たあと 60 l の 20％SDS 溶液を加え、転倒混和後 37℃で 10－15 分インキュベートす

る。 

 

Step 6 3 N NaOH を 28 l 加え、転倒混和し、室温で 10 分間静置する。 

このステップは、アルカリ変性のステップで、NaOH 溶液は用事調整が望ましい。 

 

Step 7 100 l の 2 M Tris-HCl（pH 7.0）を加え、すばやく転倒混和してから、室温で 3 分

間静置する。 

このステップは、溶液を急速に中和し、染色体 DNA は変性したままで、プラスミド DNA

など小さい DNA が再度溶けることになる。 

 

Step 8 75 l の 5 M NaCl 溶液を加え、転倒混和後、4℃で 90 分以上静置する。 

変性した染色体 DNA を沈殿させ、取り除くために行う。 

 

Step 9 8,000－10,000 rpm で 5 分間、遠心し、上清を新しいエッペンドルフチューブに移す。 

 

Step 10 9 l の RNaseA 溶液を加え、室温に 15－30 分静置する。 

このステップは省いても良い 

 

Step 11 P/C/I 抽出を 2 度繰り返す。 

 

Step 12 新たなエッペンドルフチューブに水層をピペットで移し、1／10 量の 5 M NaCl と

2.5 倍量の 99.9％エタノールを加え、転倒混和し、－20℃で 30 分又は一晩静置する。 

 

Step 13 8,000－10,000 rpm で 15 分間、遠心し、上清を捨てる。 



68 

 

Step 14 DNA のペレットを 70％エタノールで軽く洗浄し、DNA を乾燥させる。DNA は TE

バッファーに溶解する 

 

＜使用する培地と試薬＞ 

 

1．Cooked Meat Medium 

2．FTG（Fluid Thioglycollate）Medium 

3．TGY Medium（100 ml あたり） 

Tryptic Soy Broth  3 g 

Yeast Extract      1 g 

Glucose           2 g 

L-cysteine         0.1 g 

4．TES Solution（pH 8.0） 

50 mM Tris （5 ml of 1 M Tris buffer、pH 8.0） 

1 mM EDTA（5 ml of 0.5 M EDTA、pH 8.0） 

6.7% Sucrose（ 67 ml of 10% Sucrose） 

 up to 100 ml of DW（DW 23 ml） 

5．Lysozyme Solution 

 リゾチームを 25 mM Tris-HCl Buffer（pH 8.0）で 20 mg/ml になるように調整する。 

  2.5 ml of 1 M Tris buffer,、pH 8.0（250 l） 

   up to 100 ml of DW（10 ml） 

6．Tris-EDTA Buffer（pH 8.0） 

 50 mM Tris（5 ml of 1 M Tris buffer）（0.5 ml） 

0.25 M EDTA（50 ml of 0.5 M EDTA）（5 ml） 

 up to 100 ml of DW（10 ml） 

7．20％SDS Solution 

 SDS を 50 mM Tris、20 mM EDTA Solution で 20％になるように調整する。 

 50 mM Tris（5 ml of 1 M Tris buffer）（0.5 ml） 

  20 mM EDTA（4 ml of 0.5 M EDTA）（0.4 ml） 

   up to 100 ml of DW（10 ml） 

8．3 N NaOH Solution 

用事調整が望ましく、使用する日に 1.5 ml エッペンドルフチューブに小さい粒 1 粒をいれ、

重さを測定し、それに 3 M（3 N）になるように蒸留水を加えて作成する。NaOH の分子

量は、40.0 なので計算が容易である。 

9．2 M Tris-HCl Buffer（pH 7.0） 

10．5 M NaCl 

このくらい濃度の高い NaCl 溶液は、溶解しにくいので、前日までに作成しておく。 

11．RNaseA Solution（10 mg/ml） 

RNaseA は取り扱いに注意する。RNase は容易には失活しないため、周辺に撒き散らすと近

くで RNA を取り扱っている実験に支障をきたすことになる。また DNase が混入しないよ

うに注意して取り扱う。 

12．Tris-EDTA（TE）Buffer（pH 8.0） 

10 mM Tris 

1 mM EDTA 
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3．遺伝子組み換えのためのプラスミドベクターの調整 

 

＜準備＞ 

 

Day 1 －80℃で保存していたベクターを持つ大腸菌株のグリセロール溶液のほんの一部をそ

れぞれの抗生物質を含む Tryptic Soy Broth 3 ml に加え、37℃で一晩、振盪培養する。 

 

Day 2 一晩培養した菌液を、抗生物質を含む Tryptic Soy 寒天培地に塗り広げる。 

 抗生物質によるセレクションは液体培地より平板培地の方が優れている。 

 

Day 3  寒天培地上に形成されたコロニーの一部を、抗生物質を含む Tryptic Soy Broth 3 ml

に加え、37℃で一晩、振盪培養する 

 

Day 4 一晩培養した培養液の 0.1 ml を新たな抗生物質を含む Tryptic Soy Broth 3 ml に加え、

37℃で一晩、振盪培養する（このステップは少量の調整の場合には省略できる）。 

 大量調整の場合は、培養液の量を多くする。 

 数回程度の実験であれば 3 ml の培養 3－4 本で十分なベクタープラスミドは用意できる。 

 

Day 5 一晩振盪培養した菌液からプラスミド精製キットを用いてプラスミドの精製を行い、

0.8－1％のアガロースゲルで電気泳動を行い、プラスミドの存在、大きさを確認する。 

プラスミドは、2 本鎖環状なので実際の大きさよりは小さいサイズの場所に泳動される。プ

ラスミドに小さい傷（ニック）のものも少なくとも少量含まれる。多ければ薄いバンドと

して認められる。2 本鎖の片方だけのニックであれば本来の大きさより少し小さい大きさ

に、完全に直鎖上になっていれば予測サイズの場所に泳動される。つまり、1 種類のプラ

スミドで 3 本のバンドが認められる。 

 

＜ベクタープラスミドの遺伝子組み換えのための準備＞ 

 

Step 1 精製プラスミドの一部を制限酵素で切断する。以下の混合液を用意し、制限酵素に適

した温度で 3 時間、ベクタープラスミドの切断反応を行う。 

 ベクター溶液  X l 

 バッファー   2－3 l 

 制限酵素    1 l 

 DW で合計 20－30 l にする 

 

バッファーはそれぞれの制限酵素に適したものがメーカーのカタログに記載されているの

でそれを参考にする。2 種類の制限酵素を使用する場合などには、このステップを 2 回繰

り返すか、2 種類の酵素のどちらにも利用できるバーファーを選んで使用する。 

反応時間は、通常 3 時間程度で十分であるが、必要に応じて長くすることは可能であるが、

長すぎるとスター活性（ランダムな切断を起こす）により必要な制限酵素切断断端が得ら

れないことがあるので注意が必要。 

制限酵素（グリセオール溶液で調整されている酵素一般）の量は、反応液全体の 10％以下

にする。それ以上になると酵素反応が悪くなる。 

 

Step 2 反応液から酵素や小さい切断断片の DNA を取り除く。 

基本的には、P/C 溶液を等量加えるフェノール抽出を 2 度繰り返し、その後エタノール沈

殿により DNA を沈渣とする。 

1 本鎖 DNA となっている状態なので、PCR 産物と同様のものとして扱えるため、最近で

は PCR 産物を精製するキットを用いるのが簡便である。 
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Step 3 Alkaline Phosphatase により、切断断端を脱リン酸化する。 

 ベクター溶液  X l 

 バッファー   10 l 

 制限酵素    1 l 

 DW で合計 100 l にする 

 

酵素反応のステップの温度や時間は酵素の種類で異なる。酵素には一般に CIP（Alkaline 

Phosphatase, Calf Intestine）が用いられる。 

同様に切断断片の形状でも、時間や温度は異なる。 

  5‘突出  37℃、30 分 

  3‘突出  37℃、15 分に加えて、55℃、45 分 

  平滑末端  55℃、30 分 

 

Step 4 Alkaline Phosphatase 酵素を不活化する。反応液に、10％ SDS 溶液 5 l、0.5 M 

EDTA 溶液 1 l、Proteinase K 溶液 1 l を加え、55℃、30 分インキュベーション

する。 

 

Step 5 Step 2 と同様に反応液から酵素や断片を取り除き、精製ベクターは－20℃で保存する。 

 

必要に応じて脱リン酸化の前に 5‘突出断端の平滑化を行う。 

使用試薬 

DNA Polymerase I Large (Klenow) Fragment（Promega） 

Klenow 10 X Buffer (500 mM Tris-HCl (pH7.2)、100 mM MgSO4、1 mM DTT 

 

反応液 

制限酵素処理した DNA       X l 

 10 X バッファー        5 l 

 400 mM dNTP Solution       5 l each （20 l） 

200 mg/ml acetylated BSA     1 l 

KlenowFragment             1 unit （1 g DNA あたり） 

 DW         total  50 l にする 

 

Step1 室温、10 分インキュベーションする。 

 

Step2 75℃、10 分で酵素の不活化を行う。 
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4．ライゲーション反応 

 

Step 1 抽出プラスミド DNA を制限酵素で切断する。 

 

反応液 

 DNA 溶液     X l 

 バッファー   2－3 l 

 制限酵素    1 l 

 DW で合計 20－30 l にする 

 

反応温度は制限酵素の種類による。XbaI では 37℃。 

反応時間は、P/C/I とエタノール沈殿により、精製した DNA であるので、一晩反応させた

が、調整した DNA サンプルや制限酵素の種類によりばらつきがあるので注意が必要であ

る。 

バッファーはそれぞれの制限酵素に適したものがメーカーのカタログに記載されているの

でそれを参考にする。2 種類の制限酵素を使用する場合などには、このステップを 2 回繰

り返すか、2 種類の酵素のどちらにも利用できるバーファーを選んで使用する。 

反応時間は、通常 3 時間程度で十分であるが、必要に応じて長くすることは可能であるが、

長すぎるとスター活性（ランダムな切断を起こす）により必要な制限酵素切断断端が得ら

れないことがあるので注意が必要。 

制限酵素（グリセオール溶液で調整されている酵素一般）の量は、反応液全体の 10％以下

にする。それ以上になると酵素反応が悪くなる。 

 

Step 2 制限酵素を不活化し、その後 DNA サンプルを P/C/I 抽出によりタンパク質成分を除

去する。 

サンプルと当量の P/C/I を加え、10 回程度転倒混和して十分混和する。その後、8,000

－10,000 rpmで5分遠心し、上清をピペットで新しいエッペンドルフチューブに移す。 

 

Step 3 エタノール沈殿により、DNA を精製する。 

DNA 溶液と当量のエタノールと 1/10 量の 5 M NaCl 溶液を加え、8,000－10,000 rpm 

で 10 分遠心し、上清をピペットで除去する。70％エタノールを加え、軽く洗浄し、

再度 8,000－10,000 rpm で 5 分遠心する。上清をピペットで除去し、DNA の沈渣を

乾燥させる。その後 TE バッファー又は Tris バッファーで DNA を溶解する。 

 

Step 4 別に準備したベクターDNA と制限酵素処理したウエルシュ菌プラスミド DNA のラ

イゲーションを行う。 

 

反応液 

 DNA 溶液              X l 

 ベクターDNA      0.5－1 l 

 バッファー         2－3 l 

 T4 DNA Ligase       1 l（Roche : 5 U/l） 

 DW で合計 20－30 l にする 

 

ライゲーション反応は、16℃、16－18 時間行う。 

 

3 時間程度でもある程度反応は起こるが、効率よくする（非特異的な結合も起こる）には一

晩行うのが良い。 

ベクターとインサートの量の比率は 1：3 程度が一般的である。これはインサートが 1 kb
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程度のサイズのものまでで、3－5 kb と大きい場合にはベクターとインサートの比率が

3：1 などと変える必要がある。 

DNA 量は、あくまでも目安で実際の DNA 分子の数の比率が実際には重要なようである。 

 

Step 5 反応液をそのまま大腸菌の形質転換に用いる。 
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5．遺伝子組み換えのためのケミカルコンピーテント細胞の調整 

 

＜準備＞ 

 

Day 1 －80℃で保存していた大腸菌株のグリセロール保存液のほんの一部を Tryptic Soy 

Broth 3 ml に加え、37℃で一晩、振盪培養する。 

 

Day 2 一晩培養した菌液を Tryptic Soy 寒天培地に塗り広げる。 

 

Day 3  寒天培地上に形成されたコロニーの一部を Tryptic Soy Broth 3 ml に加え、37℃で一

晩、振盪培養する。 

 

＜コンピーテント細胞の調整＞ 

 

Step 1 一晩培養した培養液の 0.3 ml を新たな Tryptic Soy Broth 30 ml（250 ml のフラスコ

などが適している）に加え、37℃で振盪培養する。約 3 時間で O.D.（吸光度）が、0.4

－0.5 とコンピーテント細胞作成に適した状態となる。 

 

Step 2 6,000 x g、10 分遠心により集菌する。 

 

Step 3 上清を取り除き、沈渣を 10 ml の 100 mM 塩化カルシウム溶液に十分に浮遊させる。 

 

Step 4 再度 6,000 x g、10 分遠心により集菌する。 

 

Step 5 上清を取り除き、沈渣を 10 ml の 100 mM 塩化カルシウム溶液に十分に浮遊させ、

氷上で 20 分インキュベートする。 

 

Step 6 再度、6,000 x g、10 分遠心により集菌する。 

 

Step 7 上清を取り除き、沈渣を 3 ml の 50 mM 塩化カルシウム、15％ グリセロール溶液に

十分に浮遊させ、200 l に分注し、－80℃で保存する。 
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6．大腸菌へのプラスミドベクターの導入 

 

Step 1 －80℃で保存していた大腸菌のコンピーテント細胞を氷上で溶解する。 

 おおよそ 5－8 分でちょうど溶解された状態となる。 

 溶解直後が最も適していると考えられているので、長時間氷上に放置しない。 

 

Step 2 溶解状態のコンピーテント細胞 100－200 l に適当な量の DNA を加え、フリッキン

グにより DNA と大腸菌細胞を混合させる。 

 溶液が暖まらないように手早く行う。 

 DNA 溶液の量は、コンピーテント細胞溶液の 10％を超えないようにする。 

 

Step 3 氷上で 30 分 DNA を大腸菌の細胞表面に十分吸着させる。 

 DNA は極性が陰性で、コンピーテント細胞は陽性に調整されている。 

 

Step 4 42℃、90－120 秒のヒートショックを与え、その後、氷上で 2 分間冷却する。 

 

Step 5 1 ml の前もって 37℃に温めておいた SOC 培地を加え、37℃で 1 時間ゆっくりと浸

透培養する。 

 SOC 培地は、凍結、融解を繰り返すのはよくないので、少量ずつ分注して－80℃で保存す

る。また、一度融解したものは、4℃で短期間なら保存可能である（もちろん効率は低下す

る）。 

SOC 培地の代わりに Tryptic Soy Broth でも可能であるが、効率はやや低下する。 

 

Step 6 反応液を適切な抗生物質を含む Tryptic Soy 寒天培地にコンラージュ棒を用いて塗り

広げる。 

 コンピーテント溶液内の菌数は非常に多いため、形質転換の効率が良い場合にはすごくたく

さんのコロニーができるので注意する。また、効率が悪い場合にはほんの数個しかコ

ロニーができない。このように実験ごとにコロニー数が変わるため、寒天培地を複数

枚（4 枚程度）用意し、菌液の濃いものから薄いものまで段階的に塗布するのが望ま

しい。また、余った反応液は、4℃で保存しておく（翌日であれば使用可能である）。 

 

SOC 培地 

Tryptone 20 g、Yeast Extract 5 g、NaCl 0.5g、1 M KCl 25 ml（又は KCl 0.186 g）を 1L

の蒸留水に溶かし、NaOH を使用し、pH を 7.0 に調節し、121℃、15 分オートクレーブで

滅菌する。その後、別に滅菌しておいた 1 M MgCl2溶液 10 ml と 1 M MgSO4溶液 10 ml

と濾過滅菌した 1 M グルコース溶液 20 ml を加えよく混合した後、1 ml ずつに分注し、－

80℃で保存する。 
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7．大腸菌からのプラスミドの精製（ミニプレプ法） 

 

Step 1 大腸菌の形質転換実験により形成された Triptic Soy 寒天培地上のコロニーの一部を

爪楊枝でとり、3ml の Triptic Soy Broth（抗生物質含有：アンピシリン 100 g/ml）

ですすぎ、37℃、一晩振盪培養する。 

 

Step 2 培養液の 1～1.5 ml を 1.5 ml のエッペンドルフチューブに移し、2 分間、遠心する（通

常 8,000～10,000 rpm で）。 

 

Step 3 遠心後、上清を捨て A バッファー100 l で菌を再浮遊する。 

 

Step 4 つづいて、B バッファー200 l を加え、6～8 回転倒混和し、室温に 1～2 分静置する。 

 ここは大腸菌の細胞壁を壊すステップで、2 分以上置くと大腸菌の染色体の混入量が増加

する。 

 

Step 5 C バッファー150 l を加え、6～8 回転倒混和し、氷上で約 5 分静置し、その後 8,000

～10,000 rpm で 10 分間遠心する。 

 

Step 6 遠心後、沈渣部分が混入しないように上清をデカンテーションで新しいエッペンドル

フチューブに移す。 

上清の量はおおよそ 400 l である。 

ピペットで移しても良いが、不純物の混入量が多くなる傾向がある。 

 

Step 7 フェノール抽出によりタンパク成分を除去する。P/C 又は P/C/I 溶液を上清に対して

等量加え、30 秒間ボルテックスし、十分に混和させる。そのあと、8,000～10,000 rpm

で 5 分間遠心する 

基本的には、P/C 又は P/C/I 溶液を上清に対して等量加えるが、半量程度でも問題はない。 

プラスミドが大きい場合には、ボルテックスによりキズがはいるので、ローテーターなど

でゆっくり 30－60 分回転させて混和する。 

 

Step 8 中間層のタンパク質や下層のフェノールを吸い取らないように注意して、ピペットで

上清を新しいエッペンドルフチューブに移す。 

中間層に近い部分には DNA が比較的多く存在するため注意深くピペットですいとる。 

 

Step 9 ここからは、エタノール沈殿を行う。5 M NaCl 溶液を 50 l 加え、つづいて 1 ml の

エタノール（99.9％）を加える。10 分から室温で静置する。 

加えるエタノール量は、DNA 溶液の 2－2.5 倍量である。 

 

Step 10 8,000～10,000rpm で 10 分間遠心し、上清をデカンテーションにより捨て、チュー

ブを逆さまにしてペーパータオル上で乾燥させる。 

乾燥させすぎると DNA がペーパータオルに落ちるので完全には乾燥させない。 

また、完全に乾燥させると DNA が TE バッファーに溶解しにくくなる。その場合は 60℃

で 5―10 分加熱して溶解する。 

 

Step 11 50 l の TE バッファーに溶解し、－20℃で保存する。 

 

 

A Buffer  50 mM Glucose   (20% Glucose solution) 

          25 mM Tris-HCl   (1 M Tris-HCl, pH 8.0) 

          10 mM EDTA      (0.5 M EDTA, pH 8.0) 
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B Buffer  0.2 M NaOH      (1M NaOH) 

          1% SDS           (1.25% SDS) 

 

C Buffer  3 M NaOAc       (3.428 M NaOAc) 

          2 M HOAc        (96% HOAc) 
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8．バクテリオシン発現誘導（BCN5、BCN5603） 

 

＜準備＞ 

 

Day 1 クックトミート培地の保存菌液（培地成分も含め）0.2－0.4 ml を 10 ml の FTG 培地

に加え、37℃で培養。 

 

Day 2 FTG 培地で一晩から 24 時間培養し、菌の増殖が確認できた培養液 0.2 ml を 10 ml

の TGY 培地へ加え、37℃で培養。 

 

Day 3 菌液が一定の増えた状態にするため、再度培養液 0.2 ml を新たな 10 ml の TGY 培地

に加え、37℃で培養する。 

 

＜バクテリオシン発現誘導法＞ 

 

Step 1 一晩（16－18 時間）培養した 10 ml の TGY 培地の 0.4 ml を 10 ml の TGY 培地へ加

えて 37℃で嫌気培養する。 

   培養時間は対数増殖期の早期までのものを用いる。F5603 株で 3 時間 

 

Step 2 培養菌液を 3 ml を 1.5ml のエッペンドルフチューブに移し、3,000 rpm、2 分遠心す

る。 

 

Step 3 上清を除去し、PBS 5 ml で菌槐を十分に再浮遊させる。 

 

Step 4 シャーレに広げ、紫外線照射を行う。 

    （オリジナルの照射量は 15 J／m2） 

 

Step 5 照射菌液をエッペンドルフチューブに移し、3,000 rpm、2 分遠心する。 

 

Step 6 菌槐を TGY 培地に再浮遊させる、3 時間、37℃で培養する。 

    同時に一晩培養したインデックス株のATCC3624株の培養液 0.4mlをTGY培地に加

え、37℃で培養する。 

 

Step 7 3時間培養した培養液を十分に混和し、1.5mlのエッペンドルフチューブに移し、3,000 

rpm、2 分遠心、上清をバクテリオシン活性測定に用いる。 

 

＜バクテリオシン活性測定法＞ 

 

Step 1 ガラスシャーレに BHI 寒天培地（2％寒天）を作成しておく。 

 

Step 2 ガラスシャーレの BHI 寒天培地に対数増殖期初期のインデックス株を、エーゼなど

を用いて塗り広げる。 

 

Step 3 塗り広げた BHI 寒天培地にイエローチップを逆さまにして、必要数の穴を開ける。 

 

Step 4 開けた穴に底を作成するために 80ml の 2％滅菌寒天液を加える。 

 

Step 5 十分に固めた後開けた穴に、バクテリオシン発現誘導した上清を段階希釈し 100ml

をいれ、シャーレの BHI 寒天培地を 6 時間嫌気培養する。 
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必要な培地 

FTG 培地 10 ml 1 本 

TGY 培地 10 ml 1 本 

4 ml 1 本 

BHI 寒天培地 

  クロラムフェニコール含有  4 枚 

 

SMP 緩衝液 

270 mM Sucrose             （27 ml of 1 M Sucrose solution） 

  1 mM MgCl2               （1 ml of 100 mM MgCl2） 

  7 mM Sodium phosphate solution pH 7.4 （7 ml of 100 mM Sodium phosphate solution） 

                                            （65 ml Distilled water） 
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9．ウエルシュ菌の RNA 検出 

 

＜RNA 調整＞ 

 

Step 1 培養菌液を 3000xg、10 分遠心する。 

 

Step 2 培養液などの上清を 10ml ピペットで除去し、ペレットが流れ落ないように注意して

ペーパータオルに逆さまにして、上清の残りを捨てる（約 10 分）。 

 

Step 3 ボルテックスによりペレットを柔らかくして、そこに RNA 安定化剤（RNAlater 

solution）10ml を加え、十分に浸透させる。 

この状態にすると 4℃で RNA は 1 週間程度安定である。 

 

Step 4 RNA の抽出、精製を行う。 

RNA は不安定なため、基本的には RNA 精製キット（RNeasy Mini Kit など）を用いる。 

RNA 抽出後は、RNA は不安定になるため、できるだけ速やかに逆転写反応を行う。 

 

＜RT－PCR 反応＞ 

 

Step 1 One-Step RT-PCR 反応を行う。 

2 段階で RT-PCR 反応を行う方法もあるが、今回は簡便な逆転写反応と PCR 反応を一連の

連続した反応として行う方法を用いた。 

逆転写反応を行い、その産物を PCR 反応の鋳型として用いる方が様々な Taq ポリメラーゼ

による PCR 反応が可能で、感度を上げることができる。 

 

 2 X Reaction Mix            25 l 

 Template RNA                        1 l 

 Forward Primer                      1 l 

Reverse Primer                       1 l 

 SuperScript III RT/Platinum Taq Mix      2 l 

 DW で合計 50 l にする 

 

Step 2 逆転写反応 

 45℃、30 分 

 

Step 3 DNA の変性（Denature） 

 94℃、5 分 

 

Step 4 DNA の増幅 

 94℃    30 秒 

 55℃    30 秒 

 68℃    60 秒 

を 1 サイクルとして 40 サイクル繰り返す。 

 

Step 5 PCR 産物の大きさを揃えるための反応と考えて良いと思われる。 

 68℃    8 分 
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10．コロニーからの直接 PCR 法（Colony Direct PCR 法）による遺伝子の検出 

 

＜鋳型 DNA 調整方法＞ 

 

Step 1 平板培地上に形成された単一コロニーのほんのわずかを爪楊枝の先に付けエッペン

ドルフなどのチューブに前もって入れておいた蒸留水（DNaseやRNaseを含まない）

20 l 内で先端をよくすすぎ、爪楊枝は捨てる 

単一コロニーを形成させることは簡単ではない。白金耳で形成させるには修練を必要とす

る。この場合は、再度のコロニー分離をする方がその後の実験がうまくいく。単一コロニ

ーを比較的容易に作成するには、菌液を段階希釈し、その希釈液（通常 106－107）の一部

（100－200 l）をコンラージュ棒（スプレッダー）で塗り広げるよい。安定的に単一コ

ロニーを得ることができる。 

菌成分が多すぎると後で行うPCR反応の阻害成分として働くため取り過ぎないように注意

する。取りすぎた場合は、あとで蒸留水などで希釈する。 

 

Step 2 菌浮遊液を 100℃で 10 分程度加熱し、細菌細胞を物理的に破壊する 

加熱により、細胞壁が壊れると考えられる。そのためプラスミド成分は十分な量が浮遊液

中に出てくる。染色体については主に壊れた部分が出てくると考えられる。 

 

Step 3 菌浮遊液を氷上で 2 分程度冷やす。 

氷上での冷却は大体 2 分程度で十分である（他の場合も応用できる）。 

 

Step 4 加熱した菌浮遊液を軽く遠心して、沈渣部分以外の部分を PCR 反応に使用する。 

PCR 反応には、1－2 l を用いるが、最初の蒸留水の量を 100 l にすれば 5－10 l を用い

ることも可能である。 

 

＜PCR 反応＞ 

 

PCR 反応条件 

 

Step 1 DNA の変性（Denature） 

 95－96℃（今回は 95℃）、2 分 

 2 本鎖 DNA を一時的に完全に 1 本にすることで、次のステップの増幅反応を行いやすくす

る。 

 このステップは、PCR 反応における増幅の立ち上がりに関連すると考えられ、最終的な PCR

反応産物の量に影響すると思われる。 

 用いる Taq ポリメラーゼにより、活性化を必要とするものなどでは 5 分行う。 

 

Step 2 DNA の増幅 

 90－95℃ （今回は 95℃）    30 秒 

 55－62℃ （今回は 61℃）    30 秒 

 68－72℃ （今回は 72℃）    30 秒 

を 1 サイクルとして 30－40 サイクル繰り返す。 

 

最初が DNA の変性でおおよそこの程度の時間で行う。 

次が鋳型 DNA とプライマーとの結合のためのステップとなる 

この反応の温度、時間は、鋳型 DNA の GC％、プライマーの長さ、Tm 値などにより異

なるため、使用する菌種、作成したプライマーなどにより変更する。大腸菌などの GC％

が比較的高い場合には、このステップは省略できるが、ウエルシュ菌などのように GC%

が低いものではこのステップを省くとうまく PCR 反応が起こらない場合がある。 
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最後が伸長反応のステップで、目的とする PCR 反応産物の大きさにより時間は長くする。

1 kb あたり 1 分が目安とされている。また、この反応の適した温度は用いる Taq ポリメ

ラーゼにより異なる、この際の温度が PCR 反応の正確性に関連すると言われている。 

一般に、Taq ポリメラーゼによる反応は、40 サイクル近くになってくると非特異的反応を

起こすようになってくるので、注意が必要。 

 

Step 3 PCR 産物の大きさを揃えるための反応と考えて良いと思われる。 

 68－72℃ （今回は 72℃）    5 分 

 

PCR 反応では、主な大きさのものが電気泳動の際最も多くの PCR 産物として検出される

が、実際にはそれより小さい PCR 反応の産物が存在する。最終的な目的とする PCR 反

応産物が多くなるように行うステップと考えられる。 

 

TAKARA 

 Thermal Cycler Dice TP600 Ver.3.00 
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11．ウエルシュ菌への遺伝子導入法（エレクトロポレーション法） 

 

＜準備＞ 

 

Day 1 クックトミート培地の保存菌液（培地成分も含め）0.2－0.4 ml を 10 ml の FTG 培地

に加え、37℃で培養。 

 

Day 2 FTG 培地で一晩から 24 時間培養し、菌の増殖が確認できた培養液 0.2 ml を 10 ml

の TGY 培地へ加え、37℃で培養。 

 

Day 3 菌液が一定の増えた状態にするため、再度培養液 0.2 ml を新たな 10 ml の TGY 培地

に加え、37℃で培養する。 

 

Day 4 同様に菌液が一定の増えた状態にするため、再度培養液 0.2 ml を新たな 10 ml の TGY

培地に加え、37℃で培養する。 

 

＜エレクトロポレーション法＞ 

 

Step 1 一晩（16－18 時間）培養した 10 ml の TGY 培地の 0.6 ml を 20 ml の TGY 培地へ加

えて 37℃で嫌気培養する。 

 培養時間は菌株により異なり、F4969 株で 6 時間、ATCC3624 株や strain 13 株で 7－8 時

間、F5603 株では 18－24 時間など。 

一般には対数増殖期後期（この時期になるとガス産生が低下し、新たな泡の出現が少なくな

る）のものを用いる。 

次の Step に移る 30 分から 1 時間前にローターと遠心機を 4℃に冷やしておく。 

 

Step 2 培養菌液を 10 ml のピペットで 50 ml のプラスチック遠心管に移し、4℃、3000ｘｇ、

20 分遠心する。 

 

Step 3 上清を 10 ml のピペットで除去し、前もって氷上で冷やしておいた SMP 緩衝液 10 ml

で菌槐を十分に再浮遊させる。 

 

Step 4 菌浮遊液を再度 4℃、3000ｘｇ、20 分遠心する。 

 

Step 5 上清を 10 ml のピペットで除去し、再度前もって氷上で冷やしておいた SMP 緩衝液

10 ml を加え、菌槐を十分に再浮遊させる。 

 

Step 6 菌浮遊液を再度 4℃、3000ｘｇ、20 分遠心する。 

 

Step 7 菌塊に 1000ml のピペットマンで冷却した SMP 緩衝液 800－1200 l を加え、手早く

再浮遊し、浮遊液約 600 l をキュベットに加え、指先でキュベットの底を揺らし

（flicking）、DNA と菌液を混合する。 

0.2 cm キュベット（BioRad では緑色）を用い、キュベットには前もって DNA 溶液 6－8 l

を入れ、氷上で冷やしておく。 

 

Step 8 キュベットを氷上で 5 分静置する。 

 

Step 9 エレクトロポレーターにキュベットをセットし、以下の条件で電気ショックを与える。 

1.25 kV、50 F、720 Ω（機器により多少設定が異なる） 
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Step 10 電気ショック後、キュベットを再度氷上で 10 分静置する。 

 

Step 11 キュベット内の菌液を前もって 37℃で温めておいた 4ml の TGY 培地に専用のピペ

ットで加え、37℃で 3 時間、培養する 

 

Step12 培養液をクロラムフェニコール（15 g/ml）含有 BHI 培地に塗布し、37℃で 18－24

時間、嫌気培養する。 

 塗布する菌量は、そのまま 200 l でも構わない（strain 13 株や F4969 株）が、一般にはト

ランスフォームされる菌数は多くないため、培養液 1 ml 程度を 1.5 ml エッペンチュー

ブで遠心濃縮し、濃縮液を塗布する。 

 

必要な培地 

FTG 培地 10 ml 1 本 

TGY 培地 10 ml 1 本 

4 ml 1 本 

BHI 寒天培地 

  クロラムフェニコール含有  4 枚 

SMP 緩衝液 

270 mM Sucrose             （27 ml of 1 M Sucrose solution） 

  1 mM MgCl2               （1 ml of 100 mM MgCl2） 

  7 mM Sodium phosphate solution pH 7.4 （7 ml of 100 mM Sodium phosphate solution） 

                                            （65 ml Distilled water） 
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12．ウエルシュ菌プラスミドの和合性実験 

 

＜準備＞ 

 

Day 1 クックトミート培地の保存菌株 0.2－0.4 mlを 10 mlのFTG培地に加え、37℃で培養。 

 

Day 2 FTG 培地で一晩培養した菌の増殖が確認できた培養液 0.2 ml を 10 ml の TGY 培地へ

加え、37℃で培養。 

 

Day 3 菌液が一定の増えた状態にするため、再度培養液 0.2 ml を 10 ml のクロラムフェニコ

ール含有 TGY 培地に加え、37℃で培養する。 

 

＜エレクトロポレーション法＞ 

 

Day 1 通常のエレクトロポレーション法による遺伝子導入法と同じ 

 

Step 1 一晩（16－18 時間）培養した 10 ml の TGY 培地の 0.6 ml を 20 ml TGY 培地へ加え

て 37℃で嫌気培養する。 

培養時間は菌株により異なり、F4969 株で 6 時間、ATCC3624 株や strain 13 株で 7－8 時

間、F5603 株では 18－24 時間など 

 

Step 2 培養菌液を 10 ml のピペットで 50 ml のプラスチック遠心管に集金し、4℃、3000ｘ

ｇ、20 分遠心する。 

遠心機はローターを設置し、前もって 4℃に冷やしておく。 

 

Step 3 上清を 10 ml のピペットで除去し、前もって氷上で冷やしておいた SMP 緩衝液 10 ml

で菌槐を十分に再浮遊させる。 

 

Step 4 菌浮遊液を再度 4℃、3000ｘｇ、20 分遠心する。 

 

Step 5 上清を 10 ml のピペットで除去し、前もって氷上で冷やしておいた SMP 緩衝液 10 ml

を加え、菌槐を十分に再浮遊させる。 

 

Step 6 菌浮遊液を再度 4℃、3000ｘｇ、20 分遠心する。 

 

Step 7 菌塊に 1000 l のピペットマンで冷却した SMP 緩衝液 800－1200 l を加え、手早く

再浮遊し、浮遊液約 600 l をキュベットに加え、指先でキュベットの底を揺らし

（flicking）、DNA と菌液を混合する 

0.2 cm キュベット（BioRad では緑色）を用い、前もって DNA 溶液 6－8 l を入れ、氷上

で冷やしておく。 

 

Step 8 キュベットを氷上で 5 分静置する。 

 

Step 9 エレクトロポレーターにキュベットをセットし、以下の条件で電気ショックを与える。 

1.25 kV、50 F、720 Ω（機器により多少設定が異なる） 

 

Step 10 電気ショック後、キュベットを再度氷上で 10 分静置する。 

 

Step 11 キュベット内の菌液を前もって 37℃で温めておいた 4 ml の TGY 培地に専用のピペ

ットで加え、37℃で 3 時間、培養する 
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Step 12 4 ml の菌培養液を 3 時間培養した後、0.2 ml を新たなクロラムフェニコール含有（10 

g/ml）TGY 培地 10 ml に加えて 37℃で培養する（passage 1）。 

 

Day 2 新たなクロラムフェニコール含有 TGY 培地に 24 時間培養した TGY 培養液 0.2 ml を

加えて、37℃で培養する（passage 2）。 

 

Day 3 Day 2 と同様に菌の培養を行う（passage 3）。 

さらに、継代に用いた培養液を TGY 培地で 106－107に段階希釈し、希釈液 100－200 l

をクロラムフェニコール含有 BHI 寒天培地に塗布し、37℃で嫌気培養する。 

 

Day 4 Day 2 と同様に菌の培養を行う（passage 4） 

また、BHI 寒天培地上に形成されたコロニーをコロニーPCR 法の鋳型として用いるた

め、爪楊枝で先に触ったあと、エッペンドルフチューブ内の 20 l の蒸留水で洗浄す

る。菌を洗浄した蒸留水を 100℃に十分間加熱し、その後凍結保存する。 

 

Day 5 Day 2 と同様に菌の培養を行う（passage 5） 

 

Day 6 継代に用いた培養液を 106－107に段階希釈し、希釈液 100－200 l をクロラムフェニ

コール含有 BHI 寒天培地に塗布し、37℃で嫌気培養する。 

 

Day 7 Day 4 と同様にコロニーPCR 法に用いる鋳型を調整する。 

 

必要な培地 

FTG 培地 10 ml 1 本 

TGY 培地 10 ml 5 本 

       4 ml 1 本 

      希釈用 

BHI 寒天培地 

  クロラムフェニコール含有  8 枚 

SMP 緩衝液 

270 mM Sucrose             （27 ml of 1 M Sucrose solution） 

  1 mM MgCl2               （1 ml of 100 mM MgCl2） 

  7 mM Sodium phosphate solution pH 7.4 （7 ml of 100 mM Sodium phosphate solution） 

                                            （65 ml Distilled water） 
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13．使用した GenBank 上の遺伝情報 

 

 
 

Bacteriocin homologs

Strain Plasmid Accession number

1 F5603  Clostridium perfringens pBCNF5603 NC006872

2 SM101  Clostridium perfringens pSM101A NC008263

3 JGS1987  Clostridium perfringens ABDW010000027

4 CPN50  Clostridium perfringens pIP404 NC001388

5 SM101  Clostridium perfringens pSM101B NC008264

6 JGS1495  Clostridium perfringens ABDU010000006

7 JGS1721  Clostridium perfringens ABOO010000081

Rep homologs (BCN16 homologs)

Strain Plasmid Accession number

1 strain 13  Clostridium perfringens pCP13 AP003515

2 OS1  Clostridium perfringens pCP-OS1 AP013033

3 TS1  Clostridium perfringens pCP-TS-1 AP013034               

4 F262  Clostridium perfringens pF262B AFES01000051

5 WAL-14572  Clostridium perfringens ADLP01000024

ParABS region homologs

Strain Plasmid Accession number

1 str. 13  Clostridium perfringens pCP13 AP003515

2 OS1  Clostridium perfringens pCP-OS1 AP013033

3 TS1  Clostridium perfringens pCP-TS-1 AP013034               

4 F262  Clostridium perfringens pF262B AFES01000051

5 WAL-14572  Clostridium perfringens ADLP01000024

6 NCTC8533  Clostridium perfringens cpb -plasmid AB736083

7 ATCC3626  Clostridium perfringens cpb -plasmid ABDV01000024

8 JGS1945  Clostridium perfringens cpb -plasmid ABDU01000064

Rep homologs (BCN30 homologs)

Strain Plasmid Accession number

1 NCTC8533  Clostridium perfringens pCP8533S12 NC019358

ATCC3626  Clostridium perfringens ABDV010000054

2 F262  Clostridium perfringens AFES010000044

3 JGS1495  Clostridium perfringens ABDU010000032

4 SM101  Clostridium perfringens pSM101B NC008264

5 JGS1721  Clostridium perfringens ABOO010000094

6 CPN50  Clostridium perfringens pIP404 NC001388

7 SM101  Clostridium perfringens Chromosome NC008262

8 F5603  Clostridium perfringens pBCNF5603 NC006872



87 

 

14．pBCNF5603 プラスミドの全塩基配列の決定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

56H1-M

 (3.7 kb)

resparBparA

56H0-40

 (5.7 kb)

(~3 kb)

bcn

56H4-5

 (1.1 kb)

56H4-2

 (0.9 kb)
56H2-1

 (1.8 kb)

56H3-4

 (1.5 kb)

(~2 kb)(~4 kb)

(~4 kb)

(~4 kb)

(~5 kb)

pBCNF5603 plasmid (36,695 bp)

プラスミドの全塩基配列決定のシェーマ

クローン

遺伝子のPCR産物

PCR産物

56H2-1

 (1.8 kb)

1690 3187 1776412063 18618 22306 33889 34990 35971 30502

PCP36

1219

3009 7858

7561 12137 17397 18986 22083 25532

24995 28901

34789
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15．pBCNF5603 プラスミドと pCP8533S12 の全塩基配列の決定に使用したプライマー 

   

Primers for pBCNF5603 plasmid sequencing

RESPD2-1 GAATCCAGATGGAGTTATAGTTAGAGG

RESPD2-2 GAAACTATATAGGAAAAACATTCAACG

RESPD2-3 TAAAGAATAATCCTAATGGTAGTGATG

RESPD2-4 GAATGGTACTATTTACAAAGTAATGGAG

RESPD2-5 TATGACTCAATAGGACAACTATATCAAGG

resPD2-6R CTAAAAACTCCGCTGTTAATTCATC

RESPD2-4bF1 ATAGTAGCTAAGGATGGAGATTGGTACAAG

RESPD2-4bR1 TATTACTTCTCCAGCAGCTATATACGTTAC

RESPD2-6R2 ATTAGAGTGTATATATCCATAACCTGAAC

RESPD2-4F2 GTTTGTGGTAAAGATATTATAACTGGTG

RESPD2-4DR1 CAGAGTTTTTAACTCCATACTTAACAAG

RESPD2-4F3 CAATACACATAAATCCTAACACAATTCC

RESPD2-4DR2 TCTTGTACCAATCTCTATCTTTAGCTAC

RESPD2-4F4 GTTAACAAAGAGAATGAACCTAGAGTTG

RESPD2-4F5 CGAGAGGACTATTATTAGAATATCCAG

56Hp4-5T3D CAGTATCAACTTTATTTTTGATGGAG

56Hp4-5T3R CTATTTTATCTGTAAAAGTATAATGAGC

56Hp4-5T3D1 CTTCACCATTAAGATTTGTGAGTGC

56Hp4-5T7R GATCATTCAATTTTGATGGAACTGG

56Hp3-4T3D CCTGTATGTTATTCTTTATTGACTTAGC

56Hp3-4T3R GGCATTTATAAAAGATGTGAACGAC

56Hp3-4T7D GTCTATGATGTATGTAATTTTATTCATGAG

56Hp3-4T7D1 GATATTCAGATACCTTATGTAAATGGAC

56Hp3-4T7R GTTAAAAAAGTATCGGTACCAAATGG

PCP36FU9 GTATTCAATTGAGAAAGATACTAATGC

56Hp2-1T3D CTAAAGTACATTATAATATTCTTAAAGCTG

56Hp2-1T3D1 CTTTTTAGCTATAGTTACAACAAAGTTG

56Hp2-1T7 GCTTGACTCTAATGATGAAGTTGGAC

56Hp2-1T7D1 CATTCTATCTAATTTGATTAGTAATGC

PCP36FU10 GAAATATTATCAAAAATAAGTTAGGAGAAC

PCP36FU9R CTATTGCTAACAATCATTGAGTTATCAG

Hp3-4T7R2 CCATAAAAATAACAATAATGAAACTACAAC

RESPD2-4DR ATTTAATTATGTAATATATTAAAGTGTG

H1-MT7R GGGGATGAGAGTATGATATGGAGCAAG

H1-MT7D3 GTCCTTTTTGTTGCTCTACAGATCC

PCP36FU11 CATTTGCACCTTTCTCATTATCAG

56Hp2-1 T3R GCTTGTTTAAAGATACTTCTTACAGTACC

resPD2-6 GGGTTTAGATACCAAGTTATATTAGGTC

4-5T7R2 CACCCTCCTTACATATATATTATAACACG

Hp4-5T7R5 GTCTACCCTTTTTCTTTTCATATGGC

Hp4-5T7R6 AACTCTTTTATATTTTCTAGCCTTCTAC

PCP36FU4 GAAAGGATTGGATTTGATTTAAGTGAAG

RESPD-R1 CATGTGCTCATAATGGATTTGGTCCAG

PCP36FU5 TTGGAAAGGAAAGTAATATGTTTAGTG

PCP36FU6 GTCAAAGGATATTAGGCTTTAATAGCG

RESP2-4 GAATGGTACTATTTACAAAGTAATGGAG

PCP36FU7 TACTTACTTTATGTTTGAGATTAAAGCG

PCP36FU8 AATAGAGAGAGATAATTTGCCTGATG

PCP35F GCACAATTTCTATCATTGCCCTCAC

bcn-F1 GTTCAGGGGATTTAGTAGGAAGTAC

bcn-R1 CAACAAAATATCCTATTGCAAACG

bcnF2 GTTTCCGCCAAATGCAGTAGTAAGAG

bcnR2 GTTCATCACCAACTACCTCTGCATTG

H0-40FU2 GCGTATAACAACTATATGGGTAATCCTG

PCP36RD1 CAATTTAGCATGAGCTAACTCATGG

PCP36FD GTAAAACTGAATTGGAGGAACTGATAG

M9FD10 GAACTCCAAATTAGTGACCATGTAGC

36FU3 TTGTATCTAAAGCTGAAGGTATAAGTGC

T7FD10 AATTTGAAGGATTAGCACAGTTACCAG

Hp4-5T7R3 CTCTGTAGCTACAGATCTTTCGCAC

resPD2-7 GTTGGTTATCGTGATTATGTTAGGTG
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H40-T7D1 CTAATATTTCAATCATATTCTCCATAGG

H40-T7R AGTTAATGAATGGATTATTTATTGCAGAAG

SOJ-FU2 CAATTTTAGCGTAGATATGATAGGCTG

SOJ-FU GTACATCTGCAATTGAAACATCTTCC

H40-T7D2 GACTTTAACTTCTGCCATAATAAGCTC

H40-FU3 CTTTCATATGGATTTTACTCTAAGGTG

H40-T7D3 CTTGTTATTGTTGAATCAGTAGTTGC

H40-FU4 CTCAAAATGACAGCGTTCAAGATGTGG

H40-T7FU1 CATTCTTGTAGGTCAAATAGTGAAGCTC

H40-T7D4 GCACTACTAATCAGATTAGCTTCTC

H40-FU5 GAATTTACGACTATTATAGTTAAAGCTC

421UP4-2 CAGGATTAAATATATATCTATCCTCAGC

H40-FU6 GTTAGATTGCAAATAATAACTGGTGC

H1-MT3D GTTGCAGAAGAACTAAAGCTAAAGAG

H1-MT7D TATGGATTATCACTTGATGTATCTAGCC

H1-MT3R CTCTTTAGCTTTAGTTTCTTCTGC

sojFD GATAGATAAGTTTGCTTTAGATGGC

H1-mT3D2 TAATAAATGGCTAGAGTATTTAGGC

H1-mT7D2 ACCAAAAATAATGCATCAAAAATCACCG

RES-21T7FD2 TATATACTCTGCTGTAAACCATGCTG

RES-21T7FD3 CAAATCAGAACTAATTTCTTTATTTACAG

RESPD-D4 AGTTTTAAATCAGTATTAACATCACAGTC

RESPDT7D5 AATAGGGGTAGAGTGCGTATGAGTG

PCP34R CATACCTGATACTCTTTTTACTGAAGC

PCP36R ATTTTCTAAATTATAAGTTTTTCCTACG

RESPDT7D6 TGCCTTACAGAAAAAGAACAAAAGG

RESPD-T7D7 AATATCGGCTTTTTTAATTTTTAGGTC

RESPDT7D8 GAGATGTTGATGGAAATCAAATTCC

H0-40T7FU3 GAGATAATTTGATTCAAGGAAAGAAGG

PCP36RD2 CTCTTTCCAAAATGCAAAACTGC

PCP36FD2 GGGAGGAGTATTATCCATATGCTAAAAC

resT7D9 GGTAGTTGGTGATGAACTATATCTAAGAG

PCP36RD3 CATCTATTAAATCATCTTCTAAACCTTC

PARB-F GAAATAGTGGATATTGAATCTCTTGCAG

PARB-R CCTTGTTCTATAACTGCTTTTAACTCTGG

RESP-F GTGGTACTAAGCTGAGAAGGGATCAGC

RESP-R CTATATACAGTTGCTCTACTTAACTCTG

Hp2-1T7R2 GCTTTCTAACATTGTATAAAACATCC

Hp4-5T7R2 GGATTTTAATAGAATTATCAATTTCTCTAC

Hp4-5T7R4 CAGGTACATAGTACCCTATAATACAAGG

Primers for pCP8533S12 plasmid sequencing

8533-30REPFR TTCTTTTATATTCTCTAACCTTCTACACG

8533-30REPRR AATAAGAAATAAAAATAGTTATGATGGTG

8533-30REPFR2 AAAAATCCATACTCTCTATATGGTAACGC

8533-30REPRR2 ATAGGTGAAAATAAAGATAACTCAAGTCC

8533-30REPFR3 TTCAATCTCATTATTTAAACTATCTTTGC

8533-30REPRR3 ATTGATTCTAATTCATTAAATTTTATCCG

8533-30REPFR4 CTAAACCATGCCCAAGTAAGAAATGTTGC

8533-30REPRR4 CTTGCTATTTCTTTACTGTGCTCACTTGG

8533-30REPFR5 CTTCATAGGTTAAATAAGGATTTCCTAGC

8533-30REPRR5 CATCTTAAACATTCCATTTTTATATCCTC

8533-30REPRR6 TAAGCACTGTTGCAAGATTAGTATTTGAG

8533-30REPFR6 ACTTGAATAGTTCCAATCCATAAAATAGC

8533-30REPRR7 GGAAAAACTTTAGAAGAATTAAAAATAGG

8533-30REPFR7 AATGTATAAGTAGTTGTGTTCTAAATGCC

8533-30REP-UF AGAACTAGAAGAAAATAAAAACCAGATAG

8533-30REP-DR ATATGTTTATAGTAGGATTTTTTCTAGCC

8533-30REPFR8 GTCTACAAATCGTTGCTAAACATGCACAC

8533-30REPRR8 AAAAGAAAAATATAATGTAGAAACAAGAG

8533-30REPFR9 GGGAGTTACATTTGTAGGTTGGAAAGCAG

8533-30REPRR9 AAGAATATTTAAAGTTTTTTGATAGTGAG
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