
神戸大学・科学技術イノベーション研究科・特命准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

挑戦的萌芽研究

2017～2016

化学修飾DNAを用いた新規枯草菌形質転換法の確立

Development of a new transformation method of Bacillus subtilis with chemically 
modified DNA

７０３９９６９０研究者番号：

柘植　謙爾（Tsuge, Kenji）

研究期間：

１６Ｋ１４６５７

平成 年 月 日現在３０   ６   ７

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：枯草菌の長鎖DNAの形質転換頻度の向上を目的に、化学修飾DNAを利用した形質転換系
の構築を試みた。枯草菌の形質転換系遺伝子群に、化学修飾した塩基を認識するタンパク質ユニットを様々な場
所に挿入した株を作成し、これらの枯草菌の化学修飾塩基の認識性を調べたが、化学修飾DNAと天然型のDNAも同
程度取り込むものしか得られず、化学修飾DNAを選択的に枯草菌が取り込んでいる証拠を研究期間内に得られな
かった。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of increasing transformation efficiency of Bacillus subtilis
 for long DNA, we tried to develop a new transformation system that uses chemically modified DNA. We
 constructed and tested B. subtilis strains that are inserted protein unit that recognizes 
chemically modified DNA into genes responsible for natural transformation. The resulted strains, 
however, showed same transformation efficiency for chemically modified DNA with that for natural 
DNA. Thus we couldn’t get evidence that indicates our developed strains are able to specifically 
incorporate chemically modified DNA within this study period.

研究分野： ゲノムデザイン
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１．研究開始当初の背景 
枯草菌は、培養条件により能動的に DNA を形
質転換することが可能なコンピテントセル
に分化する。枯草菌コンピテントセル表層に
出現したDNA結合タンパク質がランダムに二
本鎖 DNA を捕捉の後切断し、その切断点より
一本鎖 DNA を菌体内部に取り込む。その後、
細胞内の相同領域に組み込むという過程を
経る。この機構による一本鎖 DNA は非常に組
換え能に優れているため、大腸菌では困難な
長鎖DNAの相同組換えが可能である。我々は、
この能力に注目して世界で初めて２つのゲ
ノムを有するバクテリア（枯草菌ゲノム
(4,200 kbp)中にラン藻の全ゲノム（3,500 
kbp）をクローニング Itaya, M., Tsuge, K., 
et al., PNAS,102, 15971-15976 (2005)）を
構築に成功したことを報告した。一方、米国
ベンター研究所はバクテリアゲノムの化学
合成 DNA からの再構築に成功するなど、合成
生物学の進展により、従来よりも長い（例え
ば 100 kbp 以上）長鎖 DNA を高効率で形質転
換する系が求められる状況となってきた。 
 
枯草菌のコンピテントセルセル表層に現れ
るDNA結合タンパク質は、配列特異性がない、
即ちランダムに結合することが知られてお
り、結果として基質 DNA はランダムな場所で
切断される。基質 DNA がゲノム相同領域に相
同組換えにより導入されるためには、組み込
みたい配列の両末端に例えば 500 bp 以上の
十分長い足場 DNA 配列が必要であるが、少な
くとも組み込みたい DNAの内部で DNAが切断
されると、その DNA はもはや基質 DNA とは成
り得ないが、長鎖 DNA になればなるほど内部
での切断の危険性が高くなる。これが原因で
長鎖 DNA の形質転換は、使用する DNA 量あた
りの効率が悪い。そこで、長鎖 DNA のランダ
ムな切断を回避してDNAを末端から取り込む
ように、DNA 取り込み開始位置の指定を行う
ことが可能かどうかを検証したいと考えた。
この取り込み開始位置の指定のために、化学
修飾した基質 DNA を用いることと、これを認
識することが可能な枯草菌株を構築するこ
とにより、長鎖 DNA の形質転換効率の改善を
図ろうとすること試したいと考えた。 
 
本実験が成功すれば、従来困難であった長鎖
DNA の構築に大きな道を開くことになる。申
請者は、枯草菌の形質転換系を利用して、現
在世界で最も数の多い５０以上のDNA断片を
指定した順序と向きに一度に連結可能な遺
伝子集積法の OGAB 法 (Tsuge, K., et al., 
Sci. Rep. 5, 10655 (2015))を開発したが、
本技術と組み合わせることにより、バクテリ
アゲノムレベルの長鎖DNAを現在よりも簡便
に作成可能となることが期待された。 
 
２．研究の目的 
化学修飾したDNAを用いて枯草菌を形質転換
することにより、従来困難であった長鎖 DNA

（～100 kb）の形質転換効率の大幅な向上を
目的とする。枯草菌の形質転換関連遺伝子を
操作して、特定の化学修飾塩基を認識する新
規枯草菌株を作成する。これを宿主に用いた
能動的DNA取り込み機構による形質転換にお
いて、基質 DNA の一部に人工的な核酸を導入
したものを用いることで、基質 DNA の細胞内
への取り込み開始位置を指定することによ
り、従来問題であった基質 DNA のランダムな
切断を防ぎ、長鎖 DNA の形質転換頻度の向上
が可能かどうかを検証する。これにより新規
長鎖 DNA 形質転換法を確立する。 
 
３．研究の方法 
化学修飾 DNA の形質転換系の確立を、宿主枯
草菌の改変と、化学修飾 DNA の準備という２
つの方向性から準備した。 
 
まず、宿主の改変については、細胞表層に出
現する DNA 取り込み装置タンパク質に、化学
修飾残基を結合するタンパク質ドメインを
融合した組換え株を構築した。また、あるい
は同タンパク質ドメインをトランスポゾン
中に導入し、ランダム変異ライブラリー株集
団を作製した。 
 
化学修飾 DNA の準備と形質転換については、
これらのコンピテントセルに、２つのゲノム
相同組換え用の足場配列間に薬剤耐性遺伝
子を挿入し化学修飾した評価用DNAを形質転
換することで、薬剤耐性を獲得した枯草菌を
選択し、化学修飾残基の結合ドメインの融合
標的となる枯草菌タンパク質を同定する。こ
のタンパク質さらに改良した宿主を構築し
て、新規形質転換系を確立を目指した。具体
的には以下の(1)-(4)に示す方法で行った。 
 
(1)宿主枯草菌の ComEA タンパク質の改変 
DNA 末端に化学修飾をした基質 DNA を特異的
に取り込む系の開発を行った。まず、宿主枯
草菌のDNA取り込み装置タンパク質の一つで
ある ComEA に着目した（図１）。ComEA は、細
胞外の裸の二重らせんDNAをランダムに結合
することに関与していることが知られてい
るので、この ComEA タンパク質の DNA 結合ド
メインを除去し、代わりに単量体アビジンタ
ンパク質を融合した改変ComEAを有する組換
え枯草菌を作製した。この枯草菌に、抗生物
質耐性遺伝子を枯草菌ゲノムに形質転換す
ることを目的とした評価用 DNA 断片（即ち薬
剤耐性遺伝子の両末端に、枯草菌ゲノム DNA
の相同配列を連結した DNA）を準備した。こ
れを形質転換しても、ComEA の DNA 結合ドメ
インの欠損により、宿主が DNA を捕捉するこ
とができず、形質転換できないため、抗生物
質で選択しても何も生えないはずであるの
で、これを確認した。 
 
(2)末端をビオチン化した基質 DNA の形質転
換 



上述の評価用DNAの末端をビオチン修飾する。
これをコンピテントセルに与えることで、改
変ComEAのアビジンドメインにビオチン修飾
したDNAが捕捉されることで形質転換が進み、
薬剤耐性を持つ形質転換体を得ることが可
能かどうかを検証した。DNA 塩基へのビオチ
ン修飾の方法としては、5’末端 TEG スペー
サー、3’末端 TEG スペーサーなど、様々な
修飾位置、スペーサー長さのものを検証した。 
 
(3)他の DNA 取り込み装置タンパク質の改変 
DNA 取り込み装置のモデル図（図１）からは、
ComEA 以外に、ComEC、ComGC なども基質 DNA
に近接している可能性があるため、これらの
タンパク質についても、単量体アビジンタン
パク質を連結した融合タンパク質を構築し、
コンピテントセル内で発現させることによ
り、DNA 取り込みが可能となるかどうかを検
証した。 
 
(4)トランスポゾン変異処理によるランダム
なアビジンドメイン挿入ライブラリーの構
築 
枯草菌内タンパク質とアビジンドメインの
組み合わせによる新規融合タンパク質がビ
オチン修飾DNAの取り込みを効率よく行う可
能性を期待して融合タンパク質のランダム
ライブラリーの構築を行った。単量体アビジ
ンドメインを IS（Insertion Sequence）間に
導入した DNA を準備し、これを枯草菌に導入
することでランダムに単量体アビジンドメ
インが挿入されたライブラリーを構築し、上
述のビオチン修飾した評価用DNA断片を形質
転換して、薬剤耐性を獲得した枯草菌株を取
得した。その後、どの遺伝子にトランスポゾ
ンが導入されたのかを調べることで、アビジ
ンドメイン融合の候補タンパク質のスクリ
ーニングを行った。 

 
 
４．研究成果 
枯草菌の形質転換系に関わる遺伝子群は、

図１に示すように、comEA、comEB、comEC な
どの comE オペロン一群や、comGA、comGB、
comGC、comGD、comGE、comGF、comGG などの
comG オペロン一群などの様々な遺伝子が関
わっていることが知られている。そのなかで
ComEA は、DNA を切断するヌクレアーゼモチ
ーフを有することから、このタンパク質が枯
草菌のDNA取り込みにおいて主要な役割を果
たしていると考え、まず、このタンパク質に
注目して枯草菌の改変を行うことにした。 
 まず、枯草菌ゲノム中の野生型の comEA遺
伝子を欠損することを目的に、comEA 遺伝子
を含む 1.2 kb の領域を PCR で増幅し、大腸
菌プラスミドDNAにクローニングすることに
より comEA遺伝子操作の足場となる DNAを調
達した。この DNA 断片には、comEA 遺伝子と
comEB 遺伝子の境界が含まれることから、こ
の境界の遺伝子コード間領域にクロラムフ
ェニコール耐性遺伝子を挿入し、これを用い
て枯草菌 RM125 株派生株の BEST7003 株を形
質転換することにより、comEA 遺伝子の下流
にクロラムフェニコール耐性遺伝子を導入
した。この薬剤耐性遺伝子の導入により、
comEB 遺伝子のプロモーター領域が破壊され
るが、得られた株は、元の野生株と同程度の
形質転換頻度を示し、comEB のプロモーター
領域の破壊は、形質転換に影響のないことを
確認した。 
 次に、この領域に改変した comEA遺伝子を
薬剤マーカーレスに導入するために、先に導
入したクロラムフェニコール耐性遺伝子に
置換して、CIリプレッサー遺伝子をブラスト
サイジン S 耐性と連結して導入した。
BEST7003 株には、ラムダファージの Pr プロ
モーターで駆動されるネオマイシン耐性遺
伝子がcom遺伝子群以外の領域に事前に埋め
込まれていて、このネオマイシン耐性遺伝子
は、通常の状態ではネオマイシン耐性を示す
が、ひとたび菌体内に CI リプレッサー遺伝
子が導入されると、CI リプレッサータンパク
質が発現すると、ゲノム中の Pr プロモータ
ーに結合することで、ネオマイシン耐性遺伝
子の発現を抑制するため、ネオマイシン感受
性となる。このように導入された CI リプレ
ッサー遺伝子が、後から導入する遺伝子断片
（今回の場合は、comEA などの遺伝子群）に
より置換し、菌体内から消失すると、ネオマ
イシン耐性遺伝子が発現するようになり、目
的遺伝子が導入された株をマーカーレスに
選択することが可能となる。このシステムを
用いて、ComEA タンパク質遺伝子中のヌクレ
アーゼ活性化部位を除去する形で、ストレプ
トアビジンのユニットをタンパク質の読み
枠がずれない様に連結した ComEA-ストレプ
トアビジン融合タンパク質を構築し、マーカ
ーレス導入が可能な枯草菌に導入した。得ら

図１ 枯草菌のコンピテントセル形質転換装置の

概略と ComEA の改変例（Chen, I., and Dubnau, 
D. Nature Rev. Microbiol., 2, 241-249 (2004)から

転載・改変） 



れた ComEA-ストレプトアビジン融合タンパ
ク質遺伝子を持つ枯草菌を形質転換用に培
養し、まず、天然型の DNA を用いて形質転換
を行ったが、当初の期待通りに全く形質転換
体が得られなくなり、ComEA タンパク質の本
来の機能である、天然型の二本鎖 DNA を認識
し、切断して菌体内に取り込むという能力が
失われたことを確認し、標的としている遺伝
子が妥当であることを認識した。そこで、次
に、この枯草菌に、薬剤耐性遺伝子の両末端
に 1 kb のゲノム組み込みのための足場を設
けた DNA 断片を、TEG リンカーを介して 5’
の位置にビオチンを連結した化学修飾プラ
イマーを用いてPCRにより増幅することによ
り、5’末端ビオチン化 PCR 産物（化学修飾
DNA）を調達し、これを用いて、この枯草菌
の形質転換を行った。しかしながらこの化学
修飾DNA断片を用いた形質転換では数回実験
を繰り返したにも関わらず全く形質転換体
が得られなかった。このビオチン化 PCR 産物
をもってComEAを改変していない野生株枯草
菌を形質転換すると、天然型の DNA となる通
常のPCR産物をもって形質添加したときの効
率と変わらない効率で形質転換体が得られ
ることから、基質 DNA に問題がないことは確
認された。また、3’末端をビオチン化した
PCR 産物をもってこの枯草菌を形質転換して
も一切形質転換体は得られなかった。 
 そこで、ストレプトアビジンユニットの
ComEA タンパク質での融合場所が適切でない
可能性が考えられたため、ストレプトアビジ
ンユニットをComEAに対してランダムに導入
することにした。ComEA の全長を有する前述
のプラスミドに、ストレプトアビジン遺伝子
と薬剤耐性遺伝子を連結したDNA断片の両末
端にトランスポゾン配列を付加した断片を、
ランダムに試験管内で comEA遺伝子内に導入
し、トランスポゾンの導入されたプラスミド
を大腸菌に導入し薬剤で選択することによ
り、トランスポゾンが導入されたプラスミド
だけを濃縮し、これを用いて前述の comEA操
作用枯草菌を形質転換することにより、約
100 株の comEA 遺伝子内にランダムにストレ
プトアビジンユニットが挿入された枯草菌
ライブラリーを得た。なおこのトランスポゾ
ン挿入では、コード鎖と非コード鎖の区別、
及び３つ可能な読み枠の区別をせず挿入さ
れるため、確率的には comEA遺伝子とストレ
プトアビジン遺伝子が有効な融合タンパク
質となる可能性は、出現した形質転換体の１
／６程度しか期待できないが、ここではそれ
を区別せず、得られた約100株全てを混合し、
枯草菌形質転換用培地で培養し、前述のビオ
チン化 PCR 産物の形質転換を行った。形質転
換能を示すクローンが10個程度出現したが、
これらの全てが天然型DNAでも同様の形質転
換効率を示したため、ビオチンとストレプト
アビジンの結合の関係性により形質転換さ
れているわけではないと考えられた。 
 そこで、ComEA を改変標的することをあき

らめて、次に comG 遺伝子群（図１）を改変
標的とした。特に ComGG や ComGC タンパク質
は枯草菌の細胞表面で一番早く基質DNAに触
れている可能性が高いことから、この部分に
ストレプトアビジンユニットが挿入されれ
ば、外部に露出したストレプトアビジンユニ
ットによりビオチン化 DNA が補足され、枯草
菌に選択的に形質転換されることが期待さ
れた。 
 comEA と同様に、comGA-GG までの約 4 kb
の領域および上流と下流 1kb を含む 6 kb の
領域を PCR で増幅し、大腸菌プラスミド DNA
にクローニングした。このプラスミドに前述
のTn5によるランダムなトランスポゾン挿入
を試験管内で行い、大腸菌で薬剤選択するこ
とにより、ストレプトアビジンユニットが
comGA-GG のオペロン内のどこかに挿入され
たプラミミドをもつ大腸菌を 16,000 株程度
得て、この集団から得られたプラスミドを枯
草菌野生株に導入することにより、comGA-GG
オペロン内のどこかにストレプトアビジン
ユニットが挿入された枯草菌形質転換体を
12,000 株程度得た。なおこの株についても、
望ましい融合タンパク質遺伝子となるもの
の割合は、約１／６である。この 12,000 株
を前述通り区別せず混合し形質転換用培地
に植菌し、末端がビオチン化された PCR 産物
に替えて、DNA 鎖内のチミン残基の１／４程
度という極めて高い効率でビオチン化され
ている PCR 断片を形質転換したところ、形質
転換可能な株が 20 株ほど得られた。この株
に再度異なる種類のビオチン化した薬剤耐
性 DNA 断片を形質転換したが、同時に行った
天然型PCR産物と同程度の形質転換効率しか
得られず、化学修飾 DNA が選択的に取り込ま
れている証拠は得られなかった。 
 使用しているストレプトアビジンは、本来
４量体でビオチンを認識するが、ここでは単
量体でもある程度ビオチンと結合すること
が知られている遺伝子を用いたが、形質転換
に必要な結合力が得られていない可能性が
考えられた。そこで、ストレプトアビジンに
替えて特定の配列を認識をするリプレッサ
ータンパク質を comEA 遺伝子内に提示させ、
リプレッサー認識配列を利用して形質転換
される可能性について検証した。具体的には、
CI リプレッサーを提示し、Pr プロモーター
を持つDNAが選択的に形質転換されるかどう
かを検証したが、一切形質転換体が得られな
かった。 
 これらの結果から当初期待していた化学
修飾DNAを形質転換に利用することは研究期
間内に実現することはできなかった。枯草菌
の形質転換メカニズムはまだ謎が多いため、
今後これらの解明により、有効な手法が見出
され、化学修飾 DNA により長鎖 DNA が効率よ
く形質転換されることが実現されることを
期待したい。 
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