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研究成果の概要（和文）：　汎用性のあるゲノム編集技術を開発するには、プラスミドのような個別の生物種に
特有のベクターを用いるのではなく、全生物で共通して使えるベクターを用いてゲノム編集遺伝子を発現させれ
ばよい。それを達成するために、プラスミドを用いずに一過的にゲノム編集遺伝子を高発現するシステムの構築
を目指した。
　ゲノム編集遺伝子（Cas9とRed recombinase）をT7プロモーターに連結し、さらにT7RNAポリメラーゼを構成性
のプロモーターに連結した環状DNA（非プラスミド型）を作製した。これを用いて大腸菌の染色体改変を行った
結果、Red recombinaseによりゲノム改変することに成功した。

研究成果の概要（英文）：　The development of universal genome editing technology requires 
non-specific vectors rather than plasmids. To achieve such technology, we tried to express high 
level of genome editing genes transiently without plasmids.
　Cas9 and Red recombinase were used as genome editing enzymes. Cyclic DNAs consisting of 
T7-controlled each genome editing gene and constitutive promoter-controlled T7 RNA polymerase gene 
were used for modification of E. coli chromosome. As a result, chromosome editing was achieved by 
red-rocombinase without plasmid.

研究分野：合成生物学

キーワード： ゲノム編集　相同組換え　プラスミドフリー　大腸菌

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
「汎用性のあるゲノム編集技術」は、遺伝子をよりネイティブに近い環境下で発現させることを可能にするた
め、タンパク質の「大量調製」や「構造解析」に多大に貢献すると考える。また、さまざまなバクテリアでの
「遺伝子機能解析」や「菌株育種」を簡便化するなど、多様な分野での基盤技術となる。ゲノム編集遺伝子や発
現増幅遺伝子に好熱性ファージ由来のものを用いれば、あらゆる好熱菌を宿主にすることも可能となり、産業上
有用なさまざまな耐熱性酵素の大量生産を行うことも容易になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
微生物で目的の遺伝子を高発現させてタンパク質を大量生産する場合には、一般的に、取扱い
が容易なものが宿主として用いられる。大腸菌や分裂酵母などがその代表例である。しかしなが
ら、コドンバイアスやその他の要因により、タンパク質が封入体を形成するなどして必ずしも活
性のあるタンパク質が得られるわけではない。特に遠縁種の遺伝子ほど発現は困難な傾向にあ
る。 
この問題を解決する理想的な手段として、その遺伝子が由来する本来の菌株で発現させるか、
取扱いが容易な近縁種で発現させることが考えられる。実際に、好熱菌由来の遺伝子は好熱菌で
発現させた方が活性型のタンパク質として発現する可能性が高い。また、同じ好熱菌由来でも、
細菌遺伝子は細菌、アーキア遺伝子はアーキアで発現させた方が良い結果が得られる傾向にあ
る。しかし、そのためには遺伝子を運び機能させるためのベクターが必要であるため、宿主に利
用できる菌種は限られているのが現状である。 
プラスミドのような外来性ベクターが使えない菌種の場合、目的の遺伝子を高発現させるた
めには、「ゲノム（染色体）」に遺伝子を挿入すればよい。ゲノムは全ての生物が保有しているの
で、そこに遺伝子を挿入して発現する手段は、広域宿主プラスミドを用いるよりも「より確実な
方法」である。ゲノムに目的遺伝子を挿入するためには、十分な組み換え活性を有する菌体にゲ
ノムと相同な配列を持つ目的遺伝子を導入すればよい。しかし生物種によっては菌体内の組み
換え活性が不十分なことが多く、その場合は相同組み換えを全く起こさないか、または効率が非
常に悪い。それを解決する手段が「ゲノム編集」である。ゲノム編集では、リコンビナーゼやヌ
クレアーゼなどのゲノム編集酵素の遺伝子を強制的に発現させることにより、菌体内に導入し
た目的遺伝子のゲノムへの挿入効率を格段に高める。目的遺伝子を高発現プロモーターに連結
して挿入すれば、タンパク質を高生産することも可能となる。 
現在、微生物では Red リコンビナーゼや Cre-loxP システムを用いたゲノム編集技術がよく利
用されている。一方、昨年に登場した CRISPR/Cas9 システム（バクテリアの後天性免疫獲得機
構を利用したゲノム編集技術）は主に動植物細胞のゲノム編集に用いられているが、最近では酵
母やバクテリアへの応用例も示されている（現在 3例）。これらの技術開発は世界中で積極的に
行われており、申請者も Red リコンビナーゼを用いた大腸菌のゲノム編集技術の開発を行って
きた。しかし、これまでの技術では生物種ごとにゲノム編集遺伝子をコードするプラスミドを作
製する必要があり、宿主－ベクター系の開発されていない生物種ではゲノム編集を行うことす
ら困難であった。そこで、本研究では「幅広い生物種で共通して利用できる」汎用性のあるゲノ
ム編集技術の開発を目指す。それにより多様な生物を遺伝子組み換えのための宿主として簡便
に利用することが可能となり、さまざまな遺伝子をネイティブに近い環境条件下で高発現させ
ることができるようになる。 
 
２．研究の目的 
 幅広いバクテリア種で汎用性のあるゲノム編集技術を開発する。具体的には、プラスミドを用
いずに相同組換え酵素（Red recombinase）やゲノム編集酵素（Cas9）を機能させる。 
 
３．研究の方法 
【使用した菌株と作製した菌株】 
 宿主となる菌株には Escherichia coli BW25113(DE3)株を用いた。GFPを構成的に高発現する大
腸菌を作製するために、pET21a-FRT-AcGFPopt（大腸菌用にコドン最適化されたオワンクラゲ由
来の GFP遺伝子を含む）を鋳型とし、delta-ascF-F（GACTGATAACAACTACATCTACCCTACTG 
ATAACAGGATAAAATCCGATGATTCCGGGGATCCGTCGACC）および delta-ascF-FRT-R（ACTT 
TCTGGAAATACTGACATTTTCATCCTCAATTAAGACTTACTTCTTTATTCGCCAATCCGGATATA
G）プライマーセットを用い、PrimeStar GXL DNA polymerase （Takara Bio.） によって染色体に
導入するためのカセットを PCR 増幅した。増幅したカセットを精製し、E. coli MG1655 
(DE3)/pKD46株の ascF座位に Red相同組換えにより導入した（Koma et  al. 2012. Appl. Microbiol. 
Biotechnol.）。同様に、構成性の tyrRプロモーターに連結した T7RNPポリメラーゼ遺伝子を DE3
の座位に導入した。カセットの増幅には、鋳型 DNAに pET21a-tyrRp-T7RP、プライマーには delta-
DE3-F（ACTTTTTGTCTTTTTACCTTCCCGTTTCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCATTCCGGGG 
ATCCGTCGACC）と delta-DE3-FRT-R（TCACAGGTTGCTCCGGGCTATGAAATAGAAAAATGAA 
TCCGTTGAAGCCTATTCGCCAATCCGGATATAG）を用いた（Koma et al. 2018. J. Biosci. Bioeng.）。
次にMG1655(DE3) ascF::PT7-AcGFPopt株から、FLP/FRT部位特異的相同組換えによりカナマイシ
ン耐性を除去し、さらに MG1655(DE3) DE3::PtyrR-T7RP 株の P1 ライセートを用いて、
MG1655(DE3) ascF::PT7-AcGFPopt DE3::PtyrR-T7RP株（構成的な GFP高発現株）を作製した（Koma 
et al. 2012. Appl. Microbiol. Biotechnol.）。CE4株と命名した。 
 
【プラスミドおよび環状 DNAの作製】 

TOPO-T7-AcGFPを鋳型 DNAとし、T7-AcGFP-OEP-F1（CATTTCGCGGGATCGAGATC）と T7-
AcGFP-OEP-R1（CAACACTCGAGAAGCTTGAGCTCT）のプライマーペアを用いて、Phusion HS2 
DNA polymerase (Thermo)により PT7-AcGFPの DNA断片を増幅した。一方、TOPO-P-T7RPを鋳
型とし、P-T7RP-OEP-F1(AGATCTCGATCCCGCGAAATG)と P-T7RP-OEP-R2（CAACACTCGAG 



GAGCTCCG）のプライマーペアを用いて、Psyn-T7RPを増幅した（Psynは構成的に機能する人工
プロモーター）。次にそれぞれの DNA断片を精製した後、Overlap extension PCRにより 2つの断
片を結合した。まず、1st PCRとして、PrimeStar DNA polymeraseを用い、プライマーを添加しな
い条件で、2つの DNA断片を反応液に入れて PCRを 5サイクル行った。次に 2nd PCRとして、
1st PCRでの PCR産物を鋳型 DNAとして用い、P-T7RP-OEP-R2と T7-AcGPP-OEP-R1のプライ
マーセットを用いて PCRを行った。結合した DNA断片を TOPOベクターに連結し、TOPO-PT7-
GFP-Psyn-T7RP（pCE1と命名）を得た。 
次に pCE1を鋳型とし、pCE3-F（GAGCTCAAGCTTCTCGAGTGTTG）と pCE3-R（TGTATAT 

CTCCTTCTTAAAGTTAAAC）を用いてプラスミドバックボーンを PCR 増幅した。また pKD46
を鋳型 DNAとし、ABE-F（GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAATGGATATTAATACTGAAAC 
TGAGATCAAG）と ABE-R（CAACACTCGAGAAGCTTGAGCTCTCATCGCCATTGCTCCCC）を
用いて Red recombinas を増幅した。PCR 酵素には Phusion HS2 を用いた。2 つの DNA 断片を
Gibson assemblyにより結合し、Psyn-T7RPと PT7-Red recombinaseを持つプラスミド pCE3を得た。
同様にして、鋳型 DNAに pCas9、プライマーに Cas9-F（GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA 
TGGATAAGAAATACTCAATAGGCTTAG）と Cas9-R（CAACACTCGAGAAGCTTGAGCTCTCAG 
TCACCTCCTAGCTGAC）を用い、Psyn-T7RPと PT7-Cas9を持つプラスミド pCE4を得た。 
非プラスミド型の環状 DNA の作製のために、pCE3 または pCE4 を鋳型 DNA とし、CYC-F
（CAACACTCGAGGAGCTCCG）と CYC-R（CAACACTCGAGAAGCTTGAGCTC）のプライマー
ペアを用いて、Phusion HS2 DNAポリメラーゼにより T7RPと Redリコンビナーゼまたは T7RP
と Cas9の遺伝子を含む線状 DNAを PCR増幅した。PCR産物を XhoIで消化し、セルフライゲ
ーションして環状 DNAを得た。 
 
【相同組換えおよびゲノム編集実験】 
 LB培地を用いて、BW25113(DE3)を OD660が 0.5程度になるまで 37℃で振とう培養した。カナ
マイシン耐性遺伝子を含む DNA 断片と、環状 DNA T7P-Red をエレクトロポレーションにより
大腸菌に導入し、37℃で 2 時間振とうした。カナマイシンを含む LB 培地に菌液をスプレッド
し、 37℃で一晩培養した後、出現したコロニーの数をカウントした。対照として、
BW25113(DE3)/pKD46 株を用いて定法により Red 相同組換えを行った（Datsenko et al. 2000, 
PNAS）。 
 一方、CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム編集を行った。gRNA を供給するプラスミド
pTarget-F-AcGFPで形質転換した CE4株（CE4/pTarget-F-AcGFP）を、LB培地を用いて、OD660が
0.5程度になるまで 37℃で振とう培養した。ドナーDNA、T7-Red、T7-Cas9をエレクトロポレー
ションで導入し、37℃で 1時間リハビリテーションした後、LB培地にスプレッドし、蛍光の消
失した菌数をカウントした。コントロールとして、CE4/pTarget-F-AcGFP/pCas9 を用い、定法に
よりゲノム編集を行った（Jiang et al. 2015. Appl. Environ. Microbiol.）。 
 
４．研究成果 
【ゲノム編集を行うための構成的な GFP高発現株】 
 GFPを高発現する菌株 CE4株を作製した。本株は、構成的に T7プロモーターを発現する菌株
（Koma et al. 2018. J. Biotech. Bioeng.）に、T7RNAポリメラーゼに連結した GFP遺伝子を染色体
に導入した菌株である（図 1）。 
 

 
図 1 GFP を構成的に高発現する大腸菌 

 
【プラスミドと環状 DNAの作製】 
 T7RNAポリメラーゼと Redリコンビナーゼの遺伝子をコードするプラスミド pCE3を作製し
た（図 2左側）。T7RNAポリメラーゼ遺伝子は構成性の合成プロモーター、Redリコンビナーゼ
遺伝子は T7 プロモーターの下流に配置するようにした。また、このプラスミドを鋳型として



PCRを行い、セルフライゲーションして環状 DNA T7RP-Redを得た（図 2右側）。 
 
 

図 2 プラスミド pCE3 と環状 DNA T7RP-Red 
 
同様にして、T7RNAポリメラーゼと Cas9タンパク質の遺伝子をコードするプラスミド pCE4
を作製した（図 3左側）。また、このプラスミドを鋳型として PCRを行い、セルフライゲーショ
ンして環状 DNA T7RP-Cas9を得た（図 3右側）。 

 
図 3 プラスミド pCE4 と環状 DNA T7RP-Cas9 

 
【プラスミドフリーな相同組換えおよびゲノム編集実験】 
非プラスミド性の環状 DNA T7-Redを用いて、大腸菌の染色体にカナマイシン耐性遺伝子が導
入できるかどうか検証した（表 1）。その結果、通常のプラスミドを用いた Red相同組換えより
も効率は非常に低いが、プラスミドフリーでも相同組換えが起こり、カナマイシン耐性を有する
大腸菌が作製できることを実証した。 

 
表 1 プラスミドを用いた相同組換えとプラスミドフリーな相同組換え 
 通常の Redリコンビナーゼに

よる相同組換え 
プラスミドフリーな相同組換
え 

全コロニー数 (cfu) 1.1×109 1.1×109 
Km耐性コロニー数 (cfu) 2.2×103 50 

効率 1/2×10-6 1/4.5×10-8 
 
  
 次に、環状 DNA T7-Cas9と T7-Redを用いて、大腸菌のゲノム編集を試みた。具体的には GFP
蛍光を示す大腸菌の GFP遺伝子を部分欠失し、GFP蛍光の消失した大腸菌を作製することを試
みた（表 2）。pCas9を用いた場合には全コロニー数が大幅に減り、CRISPR-Cas9システムが機能
していた。生じたコロニーのうち、27％で蛍光の消失が確認された。それに対して、プラスミド
フリーな場合には多くのコロニーが生じ、さらに蛍光の消失した株は確認できなかった。Cas9お
よび Red リコンビナーゼの両方をプラスミドフリーで導入しており、Cas9 によるゲノム切断と
Redリコンビナーゼによる相同組換え（修復）の両方の効率が悪いのが原因ではないかと考えら
れた。 



 
表 2 プラスミドを用いたゲノム編集とプラスミドフリーなゲノム編集 
 pCas9による GFP蛍光の消失 プラスミドフリーゲノム編集

による GFP蛍光の消失 
蛍光コロニー数 (cfu) 2.6×102 1.2×107 
非蛍光コロニー数 (cfu) 70 0 

効率 0.27 0 
 
 
【結論】 
 プラスミドを用いなくても大腸菌で相同組換えを起こせることを実証した。同様な方法で、大
腸菌以外でも相同組換えを起こし、染色体に目的遺伝子を導入することが可能だと考えられる
が、その点については今後検討する必要がある。ただし、プラスミドを用いた場合と比較して、
プラスミドフリーな場合は相同組換え効率が低いため、効率低下の原因と改善についても併せ
て検討する必要がある。 
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