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研究成果の概要（和文）： 
	
 遺伝子の水平伝播現象が細菌の進化や遺伝情報獲得に関与していることは古くから知られて
いる。バクテリアの遺伝子水平伝播はプラスミドやトランスポゾンのような「可動性遺伝因子」
を介しておこなわれるが、その伝達頻度や遺伝子の地理的な分布については不明な点も多い。	
 
	
 本研究では、「TnMERI1」型の水銀耐性トランスポゾンを指標として、トランスポゾンが	
 
世界各地の異なる細菌間で広く共有されていることを明らかにした。またトランスポゾンの定
量法を検討し、土壌におけるトランスポゾンの不均一な分布を定量的に示した。これらの結果
より、野外における遺伝子の水平伝播現象を具体的に示すことができた。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Horizontal gene transfer (HGT) is known to be an important mechanism for acquiring 
new genetic information in bacterial evolution. Mobile genetic materials, such as 
plasmid and transposon, contribute to HGT events among bacteria, while their 
transfer frequency and geological distribution have yet to be characterized well. This 
study demonstrated the worldwide distribution of TnMERI1 type transposons among 
bacteria. Further quantitative analysis showed the uneven distribution of TnMERI1 
type transposons in soil environments. These results indicate the occurrence of 
bacterial HGT in natural environment.      
(1)   
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１．研究開始当初の背景 
	
 細菌細胞においては、プラスミドやトラン
スポゾンといった「可動遺伝子」を介して遺
伝子の水平伝播がおこる事が、古くから知ら
れている。近年、DNA の解析技術が飛躍的に
発展し、ゲノム単位での解析が行われるよう

になった結果、細菌の進化および新しい表現
型の獲得には遺伝子の水平伝播が大きく寄
与している事が明らかになってきた。	
 
	
 しかし実際の環境中において遺伝子の水
平伝播がどれくらいの頻度で行われている
のかについて評価した研究は少ない。その理

機関番号：34419	
 

研究種目：基盤研究(C)	
 

研究期間：2008～2010	
 	
 	
 

課題番号：20570027	
 

研究課題名（和文）	
 水銀耐性トランスポゾンを指標にした細菌の遺伝子水平伝播頻度の解析	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

研究課題名（英文）	
 Estimation	
 of	
 the	
 bacterial	
 horizontal	
 gene	
 transfer	
 frequency	
 in	
 

environment	
 from	
 the	
 transposition	
 of	
 mercury	
 resistance	
 transposon.	
 	
 

研究代表者	
 

	
 松井	
 一彰（MATSUI	
 KAZUAKI）	
 

近畿大学・理工学部・講師	
 

	
 研究者番号：40435532	
 

 
 



由として	
 1)膨大な数の土着細菌の中から、
特定の細菌間で行われた遺伝子伝播現象を
定量的に検出し、その頻度を評価する有効な
手法が確立されていない事。	
 2)遺伝子の水
平伝播が生態系の中で起こっている現象で
あるにも関わらず、生態系と遺伝子の水平伝
播を関連づけた研究アプローチがほとんど
行われていない事が挙げられる。	
 
 
２．研究の目的 
	
 野外において実際に水平伝播していると
考えられる「TnMERI1」型水銀耐性トランス
ポゾンを指標遺伝子として、以下の項目を
明らかにすることを目的とした。	
 
(1)	
 環境中における「TnMERI1」型トランス
ポゾンの分布状況の解析。	
 
(2)	
 「TnMERI1」型トランスポゾンを定量す
るための、環境サンプル中に存在する特定
対象遺伝子コピー数の定量方法の検討。お
よび実験生態系を用いた遺伝子水平伝播頻
度の定量化。	
 
(3)「TnMERI1」上にコードされた水銀耐性
遺伝子の、実際の水銀耐性能の検証。	
 
	
 
３．研究の方法 
(1)	
 世界各地の土壌サンプルから、土壌中
に存在する芽胞形成水銀耐性細菌を分離し
た。分離した菌の水銀耐性能を評価後、細
菌より全 DNA を抽出し、トランスポゾンの
IR 配列を対象とした PCR によって、
「TnMERI1」型トランスポゾンの有無を検証
した。トランスポゾンの増幅が見られた場
合は、RFLP 解析によってトランスポゾンの
分類をおこなった。	
 
(2)	
 環境中より DNA を抽出し、トランスポ
ゾンを定量する方法について検討をおこな
った。	
 
①土壌環境からの DNA の抽出：市販の DNA
抽出キットを用いて一定量の土壌から全
DNA の抽出をおこなった。使用する土壌に
よって抽出された DNA 量にばらつきが生じ
るため、抽出した DNA 濃度を調整後、定量
PCR実験に中に含まれるDNA量を定量した。	
 
②水環境からの DNA の抽出：水中に含まれ
る DNA を濾過によってフィルター上に回収
し、DNA の抽出・精製をおこなった。	
 
③定量 PCR 法の検討：「TnMERI1」型トラン
スポゾンの構成遺伝子である merA	
 
(1,896bp)を対象に定量 PCR 法を検討した。
merA上の、定量に適した塩基配列領域の検
討についても同時に実施した。また merB1
やその他ウィルス DNA についても同様の検
討をおこない、環境サンプルを用いた定量
を実施した。	
 
④実験生態系を用いた遺伝子水平伝播頻度
の定量化：淀川河川土壌を用いた実験生態
系を作製した。水銀をはじめとする各種選

択圧の有無が、遺伝子の伝播頻度に及ぼす
影響について経時的に評価した。	
 
(3)	
 「TnMERI1」型トランスポゾンは有機水
銀分解遺伝子 merBを 1~3 種類持つことが
DNA 塩基配列より知られている。しかしこ
れら merBの実際の機能については不明で
ある。そこで各 merB遺伝子の機能について
検証をおこなった。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 環境中における「TnMERI1」型トランス
ポゾンの分布状況の解析。	
 
	
 国内外 38 箇所の土壌サンプルを調べたと
ころ、14 箇所より「TnMERI1」型トランスポ
ゾンを持つ芽胞形成水銀耐性細菌が見つか
った。16SrDNA の塩基配列を基にした分類
から、同型のトランスポゾンが異なる菌種
間で共有されていることがわかり、遺伝子
の水平伝播現象が確認された。	
 
	
 トランスポゾンは計 5 種類が見つかり、
このうちの 1 種類はこれまでに論文報告が
されていない種類であった。またこれまで
報告例がなかった南半球の土壌からも、
「TnMERI1」型トランスポゾンが発見された。	
 
(2)	
 環境サンプル中に含まれる特定遺伝子
コピー数の定量方法の検討。	
 
①土壌環境からの DNA 抽出法について	
 	
 	
 
	
 Phenol 抽出を元にした抽出法、市販の抽
出キットを用いた抽出法など、既存の複数
の抽出法を元にして、回収量と純度を基準
に本研究に適した方法を比較検討した。検
討した内では市販の抽出キットを使用した
場合が回収量、純度ともに最も適正であっ
た。結果については学会発表①で報告した。	
 
②水環境からの DNA の抽出法について	
 
	
 吸着性物質でコートしたメンブランフィ
ルターを用いて、水中の懸濁物質を濾過回
収し、DNA を抽出・精製した。フィルター
をコートする方法については既存の方法を
比較検討した。方法の詳細および実例につ
いては雑誌論文②に発表し、学会発表③,
④でも報告した。	
 
③定量 PCR 法の検討	
 
	
 merA	
 (1,896bp)上に4つの領域を設定し、
各領域を対象としたプライマー・プローブ
セットを比較することで、定量に最適な 1
領域を決定した。また merB1	
 (657bp)につ
いても同様の検討をおこない、定量に使用
する領域を決定した。次に淀川河川敷 6 箇
所から土壌を採取して、土壌 1ｇあたりに
含まれる merAのコピー数の定量をおこな
った。得られた merAのコピー数は 3.0×104	
 
-3.0×105で、約 1m ほどの近接する土壌間
でもコピー数に 5 倍以上の差が見られる場
合があった。このことから土壌においては
水銀耐性細菌が不均一に分布している様子
がうかがえた。結果については学会発表①



でも報告した。	
 
	
 実験生態系を用いた遺伝子水平伝播頻度
の定量化実験においては、設定した条件下
では、定量される遺伝子のコピー数に有意
な差が見られなかった。今後の結果を基に
実験条件を再設定することが、目的達成へ
の近道であると予想される。	
 
(3)	
 「TnMERI1」型トランスポゾンの構成遺
伝子である 3 つの有機水銀分解遺伝子
merB1、merB2、merB3の異なる有機水銀に
対する基質特異性と分解特性を調べた。
merB1と merB3はメチル水銀をはじめとす
る複数の有機水銀に対する高い分解特性を
示すことがわかった。一方で、merB2はメ
チル水銀をはじめとする有機水銀分解能を
示さなかった。結果については雑誌論文①
と学会発表②で報告した。	
 研究結果(1)
に記した、今回新たに見つかった「TnMERI1」
型トランスポゾンは merB2	
 を保持していな
い。今後の詳細な解析から、「TnMERI1」型ト
ランスポゾンの進化が明らかになることが
考えられる。	
 
(6)今回の研究を通じて「TnMERI1」型トラン
スポゾンが世界各地に分散している状況が
把握できた。また同型のトランスポゾンが、	
 
地理的に離れた異なる細菌間で共有されて
おり、遺伝子の水平伝播を確認することが出
来た。また「TnMERI1」型トランスポゾンを
定量するための実験方法についても確立す
ることができた。	
 
	
 これらのことから、「TnMERI1」型トラン
スポゾンは国内外に広く分布しており、か
つ自然界で実際に水平伝播している可動遺
伝子として、環境中の遺伝子伝播現象を調
べるマーカーとして有用であることがわか
った。また「TnMERI1」型トランスポゾンの
転移頻度の検証にも、今回確立した定量方
法が利用できると考えられる。	
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