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１．はじめに 

人為的な操作によって湖沼の水質浄化や生態系の管理を行うことを、Biomanipulation（生物操作）という。

Biomanipulation は個体レベルでの生物の既存の生態系への導入であり、例えば、汚染物質除去などの環境改

善を目的とした遺伝子組換え細菌の導入（Bioremediation）もこれにあたる。Biomanipulation は、土着細菌

を利用するBio-stimulationと外来細菌を利用するBio-augmentationに大別されるが、いずれの手法において

も、導入先の生態系への宿主細菌の不適合など、導入した組換え細菌が導入先の生態系で有用な遺伝子情報を

発現できない可能性も指摘されている。この原因である宿主細菌の現場適合性という問題を排除する目的で、

有用遺伝子（DNA）そのものを直接導入するGene Bio-manipulationが注目を集めている。一方、いずれの手

法においても汚染サイトの微生物生態系を撹乱させる可能性があるため，生態系への影響評価やリスク管理は

必須であり、「外来種による既存の生態系の侵略」という生態学の分野では古くから論じられてきた問題と本質

的に同一であることから、施工現場周辺の生物多様性に影響を及ぼす可能性がある。 

本研究では、有用遺伝子を直接的に現場に導入するGene Bio-manipulationを想定して、微生物生態系モデ

ルであるマイクロコズムに外来遺伝子として非伝達性プラスミド pBR325 および pBR325 を保持する

Escherichia coli HB101（E.coli HB101/pBR325）を接種し、マイクロコズム構成微生物との生物間相互作用の

存在下での外来遺伝子の挙動について検討した。 

 

２．方 法 

2.1 供試マイクロコズム 

分解者として4種の細菌類Bacillus cereus、Pseudomonas putida、Acinetobacter sp.、coryneform bacteria、

生産者として 2種の緑藻類Chlorella sp.、Scenedesmus quadricauda、1種の糸状藍藻類Tolypothrix sp.、捕

食者として 1 種の原生動物繊毛虫類 Cyclidium glaucoma、2 種の後生動物輪虫類 Lecane sp.、Philodina 

erythrophthalma、1種の後生動物貧毛類Aeolosoma hemprichiの組合せからなるGnotobiotic型マイクロコ

ズムを用いた。なお、このマイクロコズムは高い安定性と再現性を有するモデル微生物生態系である。 

2.2 供試プラスミド 

外来遺伝子として、非伝達性プラスミド pBR325（Cmr、Tcr、Apr）および pBR325を保持するEscherichia 

coli HB101（E.coli HB101/pBR325）（Smr、Cmr、Tcr、Apr）をマイクロコズム培養開始 16日目の安定期に接

種し、マイクロコズム構成微生物との生物間相互作用の存在下での外来遺伝子の挙動について検討した。 

なお、pBR325はCmr、Tcr、Aprをコードし、Eco RI、Bam HI、Hind III、Sal Iサイトをもつ、遺伝子操

作では広く用いられる5.9kbのベクタープラスミドである。 

2.3 培養方法及び測定項目 

マイクロコズムの培養は、ポリペプトン濃度を100mg・L-1となる

よう調整したTP（Taub＋polypeptone）培地200mlを 300ml容三

角フラスコに入れ、2ヶ月間継代培養しているマイクロコズムを種と

して 10ml接種した後、25℃、2,400lux（明 12hr／暗 12hr.）、静置

条件で行った。培養開始後、0、2、4、7、14、16、18、20、23、30

日目にマイクロコズムからサンプリングし、細菌類は希釈試料を作

製して平板培養法にてCFUを計数し、藻類は試料を超音波破砕して

血球計数盤にて、微小動物はグリッド付き界線スライドグラスを用

いて光学顕微鏡下で計数し、生物相の変遷（構造パラメータ）を観

察した。外来遺伝子である pBR325 については、E.coli 

HB101/pBR325 を抗生物質を添加した液体 PY 培地にて前培養し、

pBR325 を抽出した。マイクロコズム土着細菌について、あらかじ

めMIC（最少阻害濃度）を測定し、各種抗生物質を添加した選択培

地にて pBR325保有菌を検出した。 

 

 

図１ pBR325の遺伝子マップ 
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図２ マイクロコズムにおける非伝達性プラスミドpBR325の形質発現（模式図） 

 

３．結果および考察 

3.1 E.coli HB101/pBR325添加系（bio-augmentation） 

マイクロコズム接種後、選択培地法による生菌数計測ではE.coli HB101/pBR325は急速に減少し、同時に原

生動物繊毛虫類C.glaucoma（一次消費者）の個体数が急激に増加したことから、導入細菌と原生動物間の捕食

被食作用が強く影響していることが示された。また、後生動物ワムシ類Lecane sp.、P.erythrophthalma、貧毛

類A.hemprichiの個体数が緩やかに増加した。これらのことより、導入されたE.coli HB101/pBR325の挙動は

微小動物の捕食作用により支配されているものと考えられた。 

3.2 pBR325添加系（gene bio-manipulation） 

pBR325 を直接接種した系では、マイクロコズム内の微小動物群の個体数増加は観察されなかったが、選択

培地上のコロニー数は増加傾向にあったことから、導入した非伝達性プラスミド pBR325 が土着細菌に取り込

まれて形質発現していることが示された。すなわち、非伝達性プラスミドが生物間相互作用の影響下で細菌間

水平伝達により宿主を変えながら残存していることが示された。 

 

４．まとめ 

①E.coli HB101/pBR325はマイクロコズム接種後、急速に減少し、特に微小動物群の捕食作用により支配され

ているものと考えられた。 

②pBR325 を直接接種した系では、マイクロコズム内の微小動物群の個体数増加は観察されなかったが、選択

培地上のコロニー数は増加傾向にあり、導入した非伝達性プラスミドが土着細菌に取り込まれて形質発現して

いることが示された。 

③非伝達性プラスミドが生物間相互作用の影響下で細菌間水平伝達により宿主を変えながら残存していること

が示された。 
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