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　右 端 に，bacteriaの divisionを示 す．ほ とん どの 16S

rDNA ク ロ
ー

ン は Pro‘θoδα66爾 α に属 し，そ の割合は 全体

の 66％ とな っ た．2番 目に優 占度が高か っ た の は，F厩 一

bacter−（）ytoPhaga−Bacteroidesで 13％ の 割合と な っ た ．そ の

他5種類の divisionの 細菌が検出され た が，特に優 占度が

高 い もの はなか っ た．また，そ の 出現井戸や期 間 に よ っ

て グル
ー

プ化で きるもの に 関し て は，図中に  〜  の 記

号を付 記 し た．微生物解析の 期 間中，メタ ン 資化性細菌

の 近縁種は，MetdyloPhilus　group ，
／晩 吻♂o脚 η 鶴 翩 ゐα嬬 α

subgroup ，　Methylosinus　trichosPorium　subgroup の 3 種 類

が検出 され た．1晩 殉妙 観 螂 group は 2 種類が検出 され ，

  A は メ タ ン注入時，  B はメタ ン 注入前後に検 出 され

た．検 出時 期か ら 分 か る よ うに ，  A の MethvtoPhitus

groupお よび   の M ．　methanica 　subgroup が メタ ン 注入 時

に検出され ，これ ら の 細菌が メ タ ン あるい はTCE 分解に

係 わ っ た と推測 され る．そ の 他，  の M ．trichosPorium

subgroup ，  の Acidovorex　group，  の not 　classified　a

は検出され た期間が メ タ ン 注入期間 と関係 が な い こ とか

ら，こ の 地域の 土着細菌 と思われ る．

　また，取得 した 16S　rDNA ク ロ
ー

ン を安全性 とい う観 点

で調査 した．そ の結果，Legionetla　subgroup に近縁 な 16S

rDNA が 3回 検出 され た こ と が 明 らか とな っ た （メタ ン 注

入 時期 と は ずれ て お り実質的に は問題 がな い と考 え ら

れ る ）．そ こ で，これ らの ク ロ ー
ン に 関 し て は，16S　rDNA

全域 の 塩基配列 を決定 し，近縁株との相 同性 を調査 した．

そ の 結果，これ らの ク ロ ーン はすべ て，病原体 の 危険度

レベ ル 2で あるL＠ oη 8伽 伽 漉 讐 加 叨 8瓢 露 の NCTCI2437

株 に 最 も近縁で あ る こ とが分か っ た ．しか し なが ら相 同

性は 92 〜 93％ で あ り，江崎らが 提案 し た細菌の 同定 フ

ロ
ー4）を利用 し，L．　birminghamensisと は異なる細菌で あ

ると判断 した，江崎らの フ ロ
ーに 従えば，16S　rDNA 全

域 の 塩基配列 の 相同性が 98％ 以 上 で な い と既存 の 細菌 と

同種 とは見な され ない ．こ の 手順に 従 っ て ，1 回検出 さ

れ た Rickettsiα　subgroup に 近縁な 16S　rDNA ク ロ
ー

ン も調

査 したが，既存の 病原菌とは異な る こ とが分か っ た ．以

上 の よ うに ，検出された 16S　rDNA ク ロ ー
ン の 中に病原

菌や 日和見感染菌な どの 危険な細菌由来 の もの は見 い だ

せ なか っ た．

お　わ　 り　 に

　以上，16Sr　DNA ク ロ ー
ン を基に した出現微生物 の 詳

細 な解析お よび安全性の 検討結果を紹介 した ．今後 は，

こ の よ うな分子生物学的手法を利用 し た出現微生物 の 解

析 が継続 し て行われ る こ とに よ り，微生物を使用す る際

の 未知 の 不安が徐々 に低減され，開放系 で の 微生物有効

利用がます ます盛 ん に な る こ と を 期待 した い ．

　本研 究 は，新 エ ネル ギー・産 業技 術総合 開発 機構 （NEDO ）に

よ り委 託 を受 けた 「土 壌 浄 化 プ ロ ジ ェ ク ト」 の
一

環 と して 地 球

環境 産 業技 術 研 究機構 （RITE ）に よ り実施 した もの で ある．
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外来遺伝子 の 水平伝播 と安全性

福 田　雅夫

　平成 4年 1月に改訂 され た文部科学省の 組換 え DNA 指

針 で は ，旧指針 で 安全な宿主
一ベ ク タ

ー
系と して 認定さ

れて い た Agrobacterium　tu7nefaciens が リス トか ら除外 され

た ．今回の 変更 は A ．tu” tefaciens が動物細胞 に も外来遺伝

子 を導入 （伝達）する活性 を有す る こ とが報告 された 1）

こ とを受け た も の である．抗生物質な どの薬剤に 対す る

耐性遺伝子 の 水平伝播に よる薬剤耐性 菌の 拡散 は 古 くか

らの 問題で ある が，近年，組 換え作物 や組換 え食品か ら

の 遺伝 子 伝播に 関する議論が 盛ん にな っ て き て い る．ま

た組換え微生物の環境中で の 利用 が検討 され て お り，環

境 に 放 出され た 微生物か らの 遺伝子伝播 に つ い て の 議論

もある．

細菌 に お ける遺伝子 の水平伝達

　細菌間の遺伝子交換では接合伝達性プ ラス ミ ドに よ る

接合伝達が よ く知られ て い る．さらに接合伝達す る トラ

ン ス ポゾ ン も報告 され て い る．接合 伝達以外 に遺伝子交

換を もた らす メ カ ニ ズ ム と し て は ，
フ ァ

ージ に よ る形質

導入や 自然形質転換が知 られ て い る．

　接合伝 達 （conjugal 　transfer ）　 プ ラス ミ ドが細菌細

胞 間で伝播す る こ と は接合伝達 として知 られ て い る．接

合伝達は 系統的に大き く離れた異種 細菌間 で も高頻度 に
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（a）接 合伝達 性プラ ス ミ ド （b）接合伝達 性 トラン ス ポ ゾン （c）普遍 形質導 入 フ ァ
ー

ジ （d）自然形質転換

図 1．細 菌 にお け る遺 伝 子の 水 平伝 達経 路

起 こ り，薬剤耐性プ ラス ミ ド （R 因子） による薬剤耐性

の 伝播や分解系プ ラス ミ ドによる環境汚染物質分解能 の

伝播 な ど，環 境中 で の 多様 な遺伝情報 の 伝 播 に 深 く関

わ っ て い ると考 えられ て い る．接合伝達 にお い て はまず ，

プラ ス ミ ドを もつ 供与菌の 細胞 が プラス ミ ドをもたな い

受容菌 の 細胞に繊 毛を使 っ て 密 着 し，副 丁 と呼ばれ る部

位 で 1本鎖切断を受け て 1本鎖とな っ た プ ラス ミ ドDNA

が 受容菌細胞 に移動す る．移動 したプラ ス ミ ドDNA は受

容菌細胞 内 で複製 され て 2本鎖DNA とな り， 伝達 が完了

する （図 1a）．前述の A ．　tzzmefaciens で は植物だけ で な く

真菌類 にも遺伝子 を伝達す る こ とが知 られ て い るが ， 接

合伝達 と共 通 の メ カ ニ ズ ム に よる こ と が 示 唆 され て い

る，単独 で 接合伝達 できる自己伝達性プ ラス ミ ドは接合

伝達に 関わる
一連 の 機能を コ

ー
ドす る tra遺伝子群 を持

つ が，こ の tra遺伝子群の 機能によ り共存す る非伝達性 プ

ラ ス ミ ドが それ ぞれ の oriT か ら高頻度 で 伝 達 され る共伝

達 （co −transfer ，　mobilization ）の 現象が あ り，グラ ム陰性

細菌に 限 らず放線菌を含む さま ざまな細菌に 大腸菌 の も

つ 組換え体を導入する手段 と し て も利用 され て い る．一

部の プ ラス ミ ドは，染色体に組み込まれた の ちに染色体

DNA を受容菌に伝達する染色体移 行能をもち，大腸菌染

色体の 遺伝子地図 の 基礎は F プラス ミ ドが染色体に組み

込まれ た Hfr株を利用 して 作製され た．

　接合伝達は 系統的に 大き く離れ た 異種細菌 間でも高頻

度 に起 こ り得 る こ とか ら，自然界で の遺伝子 伝達 の 主役

と考え られ る．この こ とは ，（1）接合伝達性プラス ミ ドが

自然 界 の さま ざま な場所 か ら採取 され た細 菌か ら分離

され て い る こ と ， （2）土壌や水系の模擬環境に お け る プ ラ

ス ミ ドの 接合伝達が認 め られ る こ と，（3）環境 中 に 導 入 し

た細菌か ら土着細菌 へ の プラ ス ミ ドの接合伝達が土壌中

や活性汚泥中で認め られ る こ となどか ら，支持 され て い

る．2）また 自然環境中 で の 接合伝達 が栄養分の 添加 や粘

土鉱物 ， 根圏で促進 され る こ とが示唆され て い る ．s
−5｝栄

養分 の 添加は供与菌 の 活性 を高めた と考察 され る．粘土

鉱物 は荷電 に よ り細菌や栄養分を吸着 し ， 供与菌と受容

菌の 接 触 の 機 会 を増やす と考えられ る．根圏 は 植 物が放

出す る栄養分に 富み ， 土壌 中で微生物 の 活性が特別に高

い 場 と して 知 られ て い る，

　接 合伝 達 性 トラ ン ス ポゾ ン （conjugal 　 transposon ）

トラ ン ス ポ ゾン は 通常，細菌細胞内 で染色体やプ ラス ミ

ドの ゲ ノ ム 間を転移す る遺伝因子 で あ る が，細胞 間 で接

合伝達 す る トラ ン ス ポ ゾ ン が知 られ て い る．接合伝 達性

トラ ン ス ポ ゾ ン と呼 ばれ，グラ ム 陽性 の EnteγOCOCCttS

faecαldSの Tn916 や グラ ム 陰性 の Bacteroide∫
　thelaiotaomi−

‘ron の CTnDOT な ど，多様な細菌 か ら分離 され て い る．

プラ ス ミ ドの接合伝達 と同様に 自ら接合伝達で きる自己

伝達性 の もの と，共存す る他 の 接合伝達性 トラ ン ス ポゾ

ン の 活性 に よ り伝達 され る可動性 （mebilizable ）の も の
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がある，接合伝達性 トラ ン ス ポゾ ン は供与菌ゲ ノ ム か ら

切 り出 され て 環状化 した後 に接合伝達 し，受容菌の ゲノ

ム に組み込まれ る （図 lb）．プラス ミ ドの 場合と同様に

碗 丁部位 か ら 1本鎖とな っ て接合伝達す るメカニ ズ ム が

想 定 され て い る．受 容 菌ゲ ノ ム へ の 組 み込 み 位置 は

Tn916 で は ラン ダム で あるが，　CTnDOT で は 7カ所 に限

定され る，

　Tn916 につ い て は活性汚泥中 で 導入菌株 か ら土着細菌

へ の接合伝達 が報告 され て い る．6）

　形 質導入 （transduction ）　 バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ

（フ ァ
ージ）は 細菌細胞に感染 した の ち ， フ ァ

ー
ジ DNA

が 複製 され て増幅 され ，同時 に 合成 された フ ァ
ージ タ ン

パ ク質で フ ァ
ージ DNA を パ ッ ケ

ー
ジして 多数の フ ァ

ー

ジ粒子 を産生す る．通常は 最後に 宿主細胞 を溶菌 し て

周囲に 広が り，新たな感染 を繰 り返す溶菌サイクル と呼

ばれ る生 活環で 増殖する ．感染 の 際に は 付着 し た標的

細胞 内 に 自らの ゲ ノ ム を確実 に 送 り込む メ カ ニ ズ ム を

もっ て い る．A フ ァ
ージ で は ， こ の メ カ ニ ズ ム が in−vitro

packaging　system と して 大腸菌 へ の 効率的な遺伝 子 導入

手段 と し て利用され て い る．大腸菌の Pl フ ァ
ー

ジなどは

直列 に 増幅 した フ ァ
ージ DNA を単位長 さ ご とに 切 り出

し て フ ァ
ー

ジ粒子 に パ ッ ケ
ー

ジす るが，こ の メ カ ニ ズ ム

が宿主 の 大腸菌染色体 にもはた らき染色体 DNA をパ ッ

ケ
ー

ジした フ ァ
ー

ジ粒子 が生産 され る．供与菌の さまざ

ま な位置の 染色体 DNA 断片 をパ ッ ケ
ージ した フ ァ

ージ

粒 子 は，受容菌細胞 に こ の DNA を確 実に導入 で きるの

で ， 供与菌染色体 DNA をラ ン ダ ム にかつ 効率的に伝達す

る こ とに な る．こ の よ うな フ ァ
ージに よ るラ ン ダム な遺

伝 子領域 の 伝 達 は普遍 形質導入 （generalized　transduc −

tion）と呼ばれ て い る （図 lc）．
一

方，フ ァ
ージ に よ っ て

は宿主菌染色体に組み込 まれ て宿主と共存する溶原化の

過程 を含む溶原化サイ クル と呼ばれ る 生 活環 ももち ，染

色体か ら切 り出 され る際に周辺 の 遺伝子領域を含め て切

り 出 され る こ と が あ り，組み 込 み部位周 辺 の 特定 の 遺伝

子 を受容菌細胞 に伝達する こ と が で きる．こ の よ うな

フ ァ
ージに付随 した 特定の 遺伝子領域の 伝達は 特殊形質

導入 （specialized 　transduction ）と呼ばれ る．

　 効率的な遺伝子導入 メカ ニ ズ ム をもつ フ ァ
ージが，実

際の 土壌や水系 で 導入 した細菌や 土着の 細菌を形質導入

す る こ と が 報 告 され て い る．7・8）土壌 中で の 実験 で は，

フ ァ
ージ や細菌 を吸着す る粘土鉱物の存在が フ ァ

ージ の

増殖率や生残性を高め る こ とが示 唆された．フ ァ
ー

ジに

よ る 形質導入 を介 した環境中で の 遺伝 子 伝達 は 無菌湖水

等を用 い た 水系環境で調べ られ て お り，受容 菌が溶原化

して い る こ とや水中の粒子 の存在が頻度 を高め る こ とが

報告 されて い る．9）前者は 溶原化 した受容菌を用い る こ

とで ，溶菌サ イ ク ル に よ る受容菌の 死滅 を抑えた結果 と

推定される．後者は粒子 が前述の粘土鉱物 と同様の は た

らき を し た と 思 わ れ る．土壌や水 系試 料か ら 容易 に

フ ァ
ージが検出され る こ とか ら，さま ざまな細菌に それ

ぞれ特異的な フ ァ
ージ が 環境中に 広 く分布 し て い る こ と

が 示唆される．し か し フ ァ
ージ の宿主特異性が高く，遺

伝子伝達の 範囲は主と して 同種 の 細菌間 に 限 られ る こ と

か ら，フ ァ
ージ に よ る形質導入 の 環境中に お ける遺伝子

伝達への 関与は 比較的小 さい と考え られ て い る．

自然形質転換 （natUral 　transformation ）　 カ ル シ ウム

な どの 金属イオ ン で処理 して大腸菌に DNA を取 り込ま

せ る DNA 形質転換は 遺伝子 操作の 基本技術の
一

っ で あ

るが，対数期 あるい は定常期の 特定の 増殖段階で 人為的

な処理な し に外 界 か ら細胞 内に DNA を取 り込む細菌が

知 られ て い る．こ の 現象は 自然形質転換 と呼ばれ ，40種

を超 える細菌が報告 され て い る，自然形質転換にお い て

は ヌ ク レ ア
ーゼ で 1本鎖に され た DNA が，特異的なDNA

取 り込みタ ン パ ク質により細胞内に 取り込まれ る（図 ld）．

DNA が 2本鎖 の まま取 り込まれ る人為的な形質転換とは

異な るメカ ニ ズ ム に よ るもの で あ る．

　 環境 中で は DNA は 主 に細菌が 生産する DNase に よ り

すみやか に分解 され る．し か しなが ら，DNA の
一
部が

何 ヶ 月 も環境中に 残 る こ と が報告 され て お り，10）粘 土鉱

物など に よ る吸着が関与する こ とが示唆され て い る．ll｝

自然形質転換能の 発現 は
一
般に

一
定の 栄養分 の 添加 に よ

り促され る こ とが示唆され て い るが，そ の 他 の 要素は細

菌種に よ りさまざま で あ る，海水か ら分離 した細菌の 1

割以上が 自然形質転換能 を示 した とい う報告 があ り，
12）

環境中に は 自然形質転換能 をもっ 細菌が少なか らず い る

と考え られ て い る，土壌や水系を用 い た模擬環境 に 導入

し た細菌に お け る 自然形質転換が報告 され て い る．13・14）

組換え作物における遺伝子 の 水平伝達

　組み換え作物由来の 花粉が周辺 の 在来種 と交配 し，組

換え遺伝子 を もっ 雑種 が生 じる こ とが議論 され て い る，

ナ タネを用い た実験で は 2km を越 え て 飛散 し た花粉が

例外的にあ っ たもの の ，大半は 400m 程度の 非組換えナ

タネ の緩衝地帯 を周辺に設 ける こ とで 実質的 な影響 は防

げる と結論 され て い る ．15）ただ生態的な影響 も含め た安

全性 が確認 され て い る組換え体が 在来種 と交雑 しても，

特段 の リス クはない と考え られ る．

　組み換え作物 の 遺体か ら遊離 した DNA が 自然形質転
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換能 を もつ 細菌に 取 り込 まれ る こ と が 問題 視され て い

る．細菌に よ る 自然形質転換に つ い て は 前項 で すで に 述

べ た の で，植物の DNA に よる 自然形質転換を調 べ た例を

挙げ る，カナ マ イ シ ン 耐性遺伝子 を導入 したテ ン サイ の

DNA と，部分欠失を含む カ ナ マ イ シ ン 耐性遺伝子 をもつ

Acinetobacterを殺菌土壌に接種 し，109〆cell の 頻度 で 形質

転換体を得た もの で ある，殺菌 して い な い 土壌を用 い た

際には形質転換体は得 られ て い な い ．16）

組換え食品 ・飼料における遺伝 子 の 水 平 伝達

　組換え食品あ るい は組換え飼料を摂取 した場合に ，組

換 え体由来 の DNA が 口 腔や 胃や腸 に棲む細菌や摂取 し

た ヒ トや動物 の 組織細胞 に水平伝播する 可能性が議論と

な っ て い る．もっ とも可 能性 の あ る メ カ ニ ズ ム と し て，

組換え食品が消化分解され て 漏出した組換え食品由来の

DNA に よる細菌細胞 の 形質転換が想 定 され て い る．実際

に唾 液 を含む消化液 で 構成 した模擬環境や動物実験で

は ，DNA は ロ 腔内 に 長時 間残留 して StrePtOCOCCtLSや E ．coli

な どの 供試菌 で 形質転換が認め られた，一
方，腸管で は

DNA は速やか に分解 し，形質転換が認め られ た の は最初

だけ で あ っ た ．t7・IS）こ の 結果は 胃や腸で組換え食品由来

の DNA が水平伝播す る 可能性 は 低い こ とを示唆す るも

の で あ る ．一
方，DNA そ の も の を経 口 投与 し た の ち，そ

の DNA の
一
部を腸の 上皮の みならず血液や肝臓，脾臓 の

細胞にも検出 した との 報告 もあ る が，19＞大量 に DNA を投

与 したケ
ー

ス で あ り，投与 DNA が抗原 と し て免疫系を活

性化 して 免疫関連細胞に捕捉され た との 見方もでき，解

釈 の 難 しい 結果 で ある．

お　わ　 り　 に

　接合伝達に よ り水平伝達を高頻度に起こ し得 るプラス

ミ ドに ，ヒ トや動植物の 健康や生態系 に 悪影響 の ある遺

伝子 を組み込 ん だ組換え体を環境中に放出する リス クは

容易 に 理解で きる とこ ろ で あ る ．した が っ て
， 組換え遺

伝子を染 色体に組み 込 ん で ，水平伝達を抑える こ とが求

められ る，し か し，特に組換え作物や組換え食品 で 注 目

され る自然形質転換に よ り，自然界に お い て 組換え遺伝

子 の 水平伝達が実際に 起こ り得るか ど うか は微妙な問題

を含ん で い る．科学的に は 頻度の 問題 で あ る が ，供与

DNA の 濃度や受容体生物の濃度 も考慮す る必要があ る，

環境中で 頻度を調べ る実験は特定の 細菌種 と DNA を大

量に 導入する系で実施され て い る．こ の よ うな極端な条

件 を用 い て よ うや く検出で きる頻度で あ る とすれ ば，実

際に は 起こ り得ない と考えて良い よ うに思われ る．

　
一

方 で は ，極端な条件で あ っ て も検出され た こ とは実

際に起こ る可能性があると解釈する見方もあ る ．こ の よ う

な 見 方 に 対 して 科学的に 応 え るには ，環境中で の水平伝達

頻度に 関す る実験デー
タをさ らに充実する必要があると

思われる．ただ，実際に起 こ るとする と， そ の よ うな水平

伝達は組換え生物に 限定して起 こ る もの で は な く，長 い 歴

史の 中で多様な生物間で遺伝子交換が繰 り返 され て きた

と考えられ る．したが っ て ，組換え体で ある か らと 問題視

する意味はなくなるが ，リス クの ある遺伝子 を水平伝達に

よ り環境中に 放 出す るこ とは避 けねばな らない ，
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