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 低栄養性細菌の解析は、未知の代謝経路の発見や生物多様性・物質循環における細菌の位置付けに関する知

見を得る可能性が高いだけでなく、低コストの触媒、物質の生産、環境浄化など工業的側面からも重要である。

我々はこれまでに多くの低栄養性細菌を様々な環境中から単離してきた。その中で海水から単離した 

Pseudoalteromonas sp. MW11 株については、形態・生理・生化学的な特徴を最も詳細に調べている。 

本研究ではこの細菌より新規プラスミド pPAMW を見出し、その解析を行なった。pPAMW の大きさは 4,490 

bp であり、4 つのORF を見出した。ORF1 および ORF4 がプラスミドDNAの複製に関与し、ORF2 および 

ORF3 が転写調節に関与することが示唆された。しかし、低栄養下における代謝・増殖に直接関与する遺伝子

は見出せなかった。 

 

 

 

I. はじめに 

 環境中には多種多様の細菌が存在しており、有機物の分

解、窒素固定、炭素固定など、物質循環と環境保全におい

て非常に重要な役割を果たしている。低栄養性細菌は非常

に低濃度の炭素源の存在下で増殖可能であり、Kuznetsov 

らは「1–15mg/L 以下の炭素源でも増殖可能な細菌」と定義

している 1)。 多くの研究者が超低濃度の炭素源での増殖に

着目し、実際に、様々な自然環境中から多くの低栄養性細

菌が単離されてきた。しかし、遺伝学的アプローチによる

研究は限られており、これらの細菌を調べる事によって新

規の代謝経路の発見や生物多様性・物質循環における細菌

の位置付けに関する知見を得る可能性が高い。更に、低栄

養性細菌は、増殖のために僅かな栄養源しか必要としない

ことから低コストの触媒、物質の生産、環境浄化など工業

的にも利用可能である。 
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プラスミドは細菌の細胞内で，染色体 DNA とは別に存

在する DNA であり、種々の微生物間を接合伝達によって

移動可能な遺伝因子であることが知られている。様々な特

徴を持つプラスミドが見つかっており、自身の複製・維持

に必要な遺伝子以外に宿主細胞に病原性、抗生物質耐性、

物質代謝能等を付与する遺伝子を含んでいる。微生物はプ

ラスミドを介した遺伝子の水平伝播により、様々な環境に

対する能力を獲得すると考えられている 2, 3, 4, 5, 6)。このこと

から，プラスミドがどのような遺伝子をもつのかという情

報は環境バイオテクノロジー・医療分野においても重要で

あると言える。 

 我々はこれまでに多くの低栄養性細菌を様々な環境中か

ら単離してきた。その中で海水から単離した

Pseudoalteromonas sp. MW11 株については形態・生理・生

化学的な特徴を最も詳細に調べている。本研究ではこの細

菌が保有するプラスミド DNA の解析を行なった。 

 

II. 実験方法 

1. DNA の調製 

 Pseudoalteromonas sp. MW11 株は MB2216 培地 (Becton 

Dickinson) を用いて、好気的条件下で 30˚C、24 時間振と
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う培養した。遠心分離（15,000 g, 5 min）により集菌後、ゲ

ノムDNAは NucleoSpin Microbial DNA（タカラバイオ）を

使用し、プラスミド DNA は NucleoSpin plasmid EasyPure

（タカラバイオ）を使用して精製した。 

 

2. 塩基配列の解析 

 精製したプラスミド DNA を制限酵素 XhoI および 

HindIII で切断し、生じた約  4 kpb の  DNA 断片を

pBluescriptII SK(+) に繋いだ。pBluescriptII SK(+) の塩基配

列 中 に 含 ま れ る 、 T3 プ ラ イ マ ー 領 域 

(ATTAACCCTCACTAAAGGGAA) および T7 プライマ

ー領域（TAATACGACT CACTATAGGG）にプライマーを設

計し、KOD-plus-neo（東洋紡）を使って約 4 kpb の DNA 

断片を増幅した。更に、この増幅断片を鋳型とし、T3 プラ

イマーおよび T7 プライマーを用いて塩基配列の決定を

行なった。得られたプラスミド DNA の塩基配列の情報を

元にプライマーウォーキングを行い、プラスミド DNA 全

体の塩基配列を決定した。 

 

3. 機能解析 

 プラスミド DNA の塩基配列を元に Nucleotide BLAST

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を利用して相同性の

高い DNA 配列を調べた。オープンリーディングフレーム

（ORF）はORFfinder （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）

を利用して推定した。ORFfinder によって推定された遺伝

子は、Protein BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）

を利用してアミノ酸配列の相同性が高いタンパク質を調べ、

InterPro（http://www.ebi.ac.uk/interpro/）を利用してドメイン

構造を解析し、タンパク質の機能を推定した。 

 

III. 結果と考察 

 Pseudoalteromonas sp. MW11 株は海水から新たに単

離した細菌であり、そのゲノム解析は行われていない。

Pseudoalteromonas sp. MW11 株の様々な代謝機構を解

析するためにはゲノム解析が必須であるためゲノム DNA

の抽出を行なった。その結果、ゲノム DNA と比較すると

明らかに小さい DNA 断片が見られた。この DNA 断片

は Pseudoalteromonas sp. MW11 株が保有するプラスミ

ド DNA であると考えられた。大腸菌用のプラスミド抽出

試薬を利用して Pseudoalteromonas sp. MW11 株からプ

ラスミド DNA を精製し、制限酵素処理を行なった結果、

約 5 kbp の環状 DNAであることが分かった。これらの特

徴から精製された DNAはPseudoalteromonas sp. MW11 

株のプラスミド DNA であることが明らかとなり、

pPAMW とした。図１に pPAMW の全塩基配列を示した。

全体の大きさは 4,490 bp であり、GC 含量は 39% であっ

た。Nucleotide BLAST の結果、megablast では相同性の高い

配列は見つからなかった。以前の報告において

Pseudoalteromonas sp. MW11 株 は  Pseudoalteromonas 

carrageenovora の近縁種もしくは新種である可能性が高い

ことを示したが 7)、P. carrageenovora においても相同性の

高い配列は見つからず、類似した塩基配列の報告がない新

規のプラスミドDNAであることが分かった。 

 

図 1.pPAMWの全塩基配列 

1:ATGACGAATAATAGCAACCGAGTACCCATTGAGCAAGCTTTAGCGGGGTTTGAAAAACCCTCTCGGTATAA

ACACCAAGTTTCGAGCCGCTTAGAGTCTGTAGACTCTAAGACGGGCGAGATAACAGTATCTAATATCAGCGAT

ACAGTACGTGAATCAAGGCGTTCACGCTTTAAGTTACTTGAAGCTTCATCAAAAGTGCTGTTAGGTTTTTATG

GTGCAGAGCCACCATTAAAAGCGAACGGGCATACTAAAAGACATAGAACTTGTTCATGTTATCGCACTAGAAT

TTCCCcAACAGCTCAAGTATTGAAGTCCGAGCAAaGCAAAAaGGCAtTTTTTGCTGGCGTTATGCAATGTGCA

TCGGTTTGGACGTGCCCGTTGTGTGCAGCGAAGATAAACGAGCGCAAAGCGAGTGGAATGCGAGTCGCGTTTA

ACCAAGCGTCTGAGCTTGGCTTAAAAGCCCACCTAGTGACATTTACAGCACCTCATACCGCAGGTGATCACAT

TGATGCTTTGTCATCTAAAATGCGCGAAGCGTTGGCTTCATTTTGGCGTGAACGTCAAATCGCTAATTGGAAA

AAAGAGCGAGCCGTCAAAGGTAATATAAGGGCGTTTGAGGTTCGTTACGGGGCGAATGGTTGGCATCCACATT

TTCACTTAATTGTTTTTTCTAAGGACAGTATTTTAGGGGACACTGAACGCCTACTTGAAAAGTGGCAAGCGGT

TTGTGTTCGTGCTGGATTGGATAAGCCTAACGAGTATGGTTTGGATATTCAGGACGGCAGCAAAGCGGGTGAA

TATATCTGTAAATTTGGCTCTGATGGTGAGGTACTTGAAAAGGCTGACGGTCAAAAAGTTAGCTGGGATGCTG

CGGATGAAATGACCAAGGGCAATTCAAAAACAGGCCGTACCGGCAGTTTGAGCCCGTGGGATATGTTGCGTAT

CATTTCTGAAACAACAGACGATGAAGAACGTAAAAAATACAGTGGTCTATTCTTGTTTTATGCCCGAGCTATG

AAAGGTGCATCACAGTTAAAATGGTCGCGTGGCTTACGAAAAGTGTTTGAGCTTGAAGCTGAAAAAACTGATG

AAGAGCTATTGGCCGAGTATGAAGACAAAGCAAAATTATTATGTCATTTAAGTGCTCTTGAATGGTCATACTT

AATCAAGAATAAAACACGAAGTGTTATTTTAGATTTAGCCGAAACAGGTGGGAGCGAAGCGGTTGCAAGATAC

CTGTATAATGTAATTCATAAGCATAAAGTGGGTGCAGTTAATGGCGATTGGTTTGCTATATTCTATAGCGAAT

TTATGGCTAGACAGAGCGAACCACCCAGTTAAACATTCGTTTAAATGTTTAGATATACAAAAACACTGTTAAC

CCATGTAAAACGTGGGTTTTAACAGATTAAAACACTGTCACAAACACTGTTAATTAGGGTTTTACAATGAGCG

AAAAAGAATACACACACTCTGTCGGTAAATACATTTCTGACTTGAGGAAAAGAAAAAACTTAAGTCAGTCTGA

GTGTGGCGAATTAAGCGGTGTATCTCGCTCTACTATTTCGGATATTGAAAAGGGTTTGAGGTTGCCCAGCTCT

AAAGATTTGCTTGCGCTATGCCGAGTTTTAAAAACAACGCCTAACGATATTTTAGCCTGTGGTGATTCGTCTT

TTGAGTTTACAAAAGAGCGAAACGAAAACGATATTCTTAGAGATGATTTAATCATTCTATCAAGGGCGTATTA

TTCATTTATCCGTTTAAGTCGCCAGTCTAAAAATTTAGTTAACGATGCAATGTACAGAATGGCAGCAGACGAA

CATGGCCAAACATTCGTTGATGAAATTAAAGATATAGATGACTACGTTGATATATTTTTAAGTAATGAAGATA

CGCAAAAAATAACAAAGGATTTAATCTTAGGTTATGAGGATGATTATTTGTCTAATGATGATTTACTGGTTTT

CTTGTCTAACTTGTTTTTAGGCCCTCAATTTAGGCTTAGTCACGGAATTAAAAAAAGCAAAAAGTAAAAACAG

ATCAACCATTAACCAGGTCACATTTTTAGTCCTGGTTAAGTCATACCAAAAAGACCAGGCATGTCACATTTAG

GCGCTTGCGCCTGTAGGCCACACTCCAAACAAAACCTTTCCTCAATAGTTAAATGGCCGCAACCCGCAAAGCG

GTACCCAAATAAAATTAAAGGCAGAACCCCGAGCGCAGCAAGCGCTCCACTGACAAACGTTTTTTAGGTTTTG

ATAATGACTATTATCGTAACCTATTTTTAGTTACTGATAATTCCACTTATCTGTGGTTATTTTTCTTAAGTGC

CCCCTATATGAAGGGAGCGAACTTTTAAACCCGGCCTATATAGATATATAGATACAGATATGAATCTTTAAAC

CACACCTATATAGACATAACAAGCCCTTAAAACCTTATAGATAATTAACTATCCCTATAGGTAGATGATTTAA

CCCCACTAGGCTCTTCGCGCCTATCTCGAAATTAATATTTTCCATTGTATGAGCTTAATTGCTTAGGCGTTTT

CATGTCTGCAGAAAAGTAAAAAAGCAAAACTGTAAATACTAATTACTAAAACGCGAATTTTTACATCGCTAAA

TAGAAATGGTGATCAATATGAAAACATTGGTTTTATTTAAACTATTAATAAGGAGGACAGCAATGTTCAAATT

AAGAATAAAAGTTAAAGATAGTTTTGAGTGTGACATCACACTTGAGTTATCGAAGCTGATTGTCTTAGTTCAA

GCGTTAAATTTATTTTTGAACTAAACAGTTTTTTTGAGAGCTAAAAACCTTCTTTTTTAGGGAAGGAAAACAG

GAAGGGAAATTGACAATCCCCTTTATTGATGCGCTCTAGGTAATCATCTTTGATGGTGACCTAGAGGGCATCA

ATCACAATTTCTTTTGCTGTGATTATTAGGGTTACTTTACAGCTTGTAGCTTTGGTGGAGATTGCGGGTCTAA

AAGAGTTAATTCAAACGCATGTAATTTTGGTTTGTTGTATGTCGTGATGTTTTGAATTTGGCCGGCTAGTTTG

GCTATTTCTTTTTTCATTATTTCCAAGTGTTTTAGATTTTCAATTTTACTTTCTTGTTGCATTATTTGTGACT

GTTGGTATCCCGCAGAGCGCTGCATAATTTTGATTTTACTTATAAACTCCGGTTCAAATTTATCGCCTTGCGG

TGTCCATAAATACCCATCACGACAAATAAAAAAGTCTTTCCATTTTTCGTGGATCATTGTGTCTTTTCCGTAA

TGCTCTAAAAGCCTAAGCGCTCGAGGGCATGGCTTGTTGTTTTTCATCCAGCGCTCAAGGGTTCGCTCGCTAA

CCTGTAAAAAATCGATGCACTTCTTTCTATCTATTAGCCCTTGCTGGTTTACAAAACCCGCTCTTCTTAATGC

CCATGTAAAGTCACTCATAAAAGCCTCCTTGAAACGTTGTTAAACATCATCTATCATTGCGGTGATGATAAAC

CGTTATGTACCGGAATATCAATCATAAAATATATAAATGATTTATTTTTAGCGTAAAAGCAAAAGGCCTTATT

ATGAACAATCAAAAAATTACGGGTATGCAGTCGAAAGACGCACGTGCAGCACTGGCCAAAAGTCAGGGCGAAG

TAGCAAAGGAAACAAATATTTCTCGCGCTTATTTATCACAATTTGAAAATGGCATTCGCAAGTTGACCGATTC

TGAAATCGTTGTACTGCGTGACTATTACGAAGATTTGGGGTTTGTTTTCCAATCTGATAAAAGTAACTACAAA

GAAAATGCAAAAGCGGTATTGGAAAGCGCTCAAAAAAAACTTGTCGATGTTGATGCAGTTTCAGTTAAGTCGG

TTGAGTTATCAGAGTTATTACTCCAAGTGGGCGATTTAATCGCGCAACTTGAAATGCCTGATACTGAATTTGA

ACAAATTGAAGAGGAAGGAATTCAATTTTTCGATGGCGCCGAAGAAATCGCTTCATTGAAAAACCAAGGTGAT

TTATTGCTTACTGAGTTTTTCTTAAGTGATGCCGCTGGCGAATTACCTTCAGTTGGGTTTTTAGATTCATACG

AAGAAAATGCCCACAAGGTTATTTGCTGTATGGCCGTGCAGTACCTTCGAAGTGAAATTCTTAAAAATGGTGC

TTCGGCTATTCCGCTTGCTGAGTTCCCAGACGATGACGCTGAATATGGTAAGTTTTCAAAAGCGGTTGCAGCT

GAGCTTCAAAGTATTATCGCTAGTAAAAGCATTTTGAAAAATGGGTCTTTTGATGCTGTTAGCGCTCGATAGC

GTTAATGGTATTGAAAAGTATAGTGAAAAAGCACATCATGCTTAGAACGAAAAAACCCGCTGTTGAAGCAGCG

GGTTTCTCTTATTCGAATCACTTCGAGTCTAGTTTTAGCGGACTTCTCGAAGCAAAAGGGCTTTTATGCAACA

AAACTACACAGCAAGACGGGCTTACCGGAGCGTTATTGC:4490 
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図 2 に pPAMW で見つかった ORF を示した。Minimal 

ORF length を 300 ヌクレオチド、Genetic code を Bacterial, 

archaeal and plant plastid、ORF start codon を "ATG" and 

alternative initiation codons に設定し ORFfinder を利用して

解析した結果、4 つの ORF が検出された。ORF1-3 は同じ

向きでコードされており、ORF4 は相補鎖に逆向きでコー

ドされていた。ORF1 の長さは 1344 ヌクレオチド（start:1, 

stop:1344）、447 アミノ酸、ORF2 の長さは 585 ヌクレオチ

ド（start:1452, stop:2036）、194 アミノ酸、ORF3 の長さは 

759 ヌクレオチド（start:3546, stop:4304）、252 アミノ酸、

ORF4 の長さは 498 ヌクレオチド（start:3447, stop:2950）、

165 アミノ酸であった。 ORF 解析の結果から 2037-2949 

ヌクレオチドの間に複製起点が存在していると考えられる

が、この領域には一般的な複製起点に見られる共通配列は

見出されなかった。このことから、pPAMW の複製起点は

未知の配列から構成されると考えられた。 

 

 

 

図２. pPAMW の ORF 

 

 

 ORF のアミノ酸配列を元に Protein BLAST および 

InterPro による解析を行った。ORF1~4 のいずれにおいて

も最も相同性が高かったタンパク質は、海水のメタゲノム

プロジェクトにより見出された同一の Pseudoalteromonas 

属に由来するタンパク質であり、その機能に関する詳細な

情報は報告されていなかった（GenBank Accession No. 

NRA81808.1 ~ NRA81811.1）。 

ORF1 は多種の細菌の protein rep と高い相同性を示した

が、機能が調べられているタンパク質で最も類似性が高か

ったのは Photorhabdus heterorhabditis の保有するプラスミ

ド DNA 上にコードされる、ローリングサーキュラー型複

製の開始タンパク質 8)（protein rep）であり、62.79% の相同

性が見られた。 InterPro での解析では特徴的なドメイン

構造は見つからなかったが、以上の結果から、ORF1 はプ

ラスミド DNA の複製開始に関わるタンパク質であると推

定された。 

ORF2 は多くのヘリックスターンヘリックス転写調節タ

ンパク質と高い類似性を示し、機能解析されているタンパ

ク質の中では Bacillus subtilis の転写調節タンパク質 9)と高

い類似性を示し、相同性は 29.36% であった。InterPro で

の解析においてもヘリックスターンヘリックスドメインが

見出され、その機能は DNA との結合であることが予測さ

れたことからも、ORF2 は転写調節に関わるタンパク質で

あると推定された。 

ORF3 は ORF2 と同じく多くのヘリックスターンヘリ

ックス転写調節タンパク質と高い類似性を示し、InterPro 

での解析においても同じ結果が得られた。これらの結果か

ら、ORF3 の機能は ORF2 と同じく転写調節に関わるタン

パク質であると推定された。 

ORF4 と高い類似性が見られたタンパク質は殆どが他の 

Pseudoalteromonas 属の細菌のものであり、DUF3653 

domain-containing protein もしくは hypothetical protein であ

った。DUF3653 domain-containing protein は Xer組換え機構

に関与するタンパク質であり、一部のプラスミドDNAは、

コンカテマーの分解にXer機構を利用することが知られて

いる 10)。InterPro による解析では機能の推定は出来なかっ

たが、ORF4 は ORF1 と同様にプラスミドDNAの複製に

関与していると推定された。 

Pseudoalteromonas sp. MW11 株は、低栄養性海洋細菌で

ある。この細菌の低栄養性を示す代謝機構はまだ明らかと

なっていない。プラスミド DNA には物質代謝能等を付与

する遺伝子を含んでいる場合があり、MW11 株で見つかっ

たプラスミド DNA に低栄養性に関連する遺伝子が存在す

る可能性が期待された。しかし、本研究結果からプラスミ

ド DNA に含まれる遺伝子はプラスミド DNA の複製と転

写調節に関与するタンパク質であり直接低栄養性に関与す

るタンパク質ではなかった。Pseudoalteromonas sp. MW11 

株が低栄養性を示す要因となる代謝機構を解明するため、

今後はゲノム解析を行う予定である。 

 

IV. 結論 

 本研究により低栄養性海洋細菌 Pseudomonas sp. MW11

株より新規プラスミド pPAMW を見出し、その塩基配列

を明らかにした。大きさは 4,490 bp であり、その中に 4 つ

の ORF を見出した。ORF1 および ORF4 がプラスミド

DNAの複製に関与し、ORF2 および ORF3 が転写調節に

関与することが示唆された。低栄養下における代謝・増殖

に直接関与する遺伝子は見出せなかった。 

 

ORF1 　 　 　 　 1 　 　

ORF2 　 　 　 　         1 　 　

       ORF3

ORF4 　    　 　
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