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研究成果の概要（和文）：枯草菌内にシアノバクテリアのRNAポリメラーゼホロ酵素を形成させ、シアノバクテ
リア由来の遺伝子を転写誘導できた。枯草菌内でDNAメチル化酵素や核様体タンパク質を発現させることで、遺
伝子の発現が変化し、表現型に変化を起こすことが示唆された。枯草菌＋シアノバクテリアであるシアノバチル
スのように形質転換能が低下した枯草菌について、接合伝達による遺伝子改変系を構築した。枯草菌に難培養性
腸内細菌の約100kbの連続したゲノム領域の組込みを完了した。本株で、枯草菌の核様体タンパク質Rokを破壊す
ると、最少培地での増殖及び胞子形成に影響がみられ、胞子形成に関しては、H-NSの発現により回復傾向がみら
れた。

研究成果の概要（英文）：By forming Cyanobacterial RNA polymerase holoenzyme in Bacillus subtilis, 
transcription of cyanobacterial genes was induced. It was suggested that expression of DNA 
methyltransferases and nucleoid proteins in B. subtilis alters gene expression and causes phenotypic
 changes. A genetic modification system by conjugative transfer was constructed for B. subtilis, 
which shows reduced transformability, such as Cyanobacillus, which is B. subtilis plus 
cyanobacteria. We completed the integration of about 100 kb continuous genomic region of the 
unculturable enterobacterium into B. subtilis genome DNA. In this strain, disruption of the nucleoid
 protein in B. subtilis, Rok, affected growth on minimal medium and sporulation, and sporulation 
tended to recover by expression of E. coli H-NS.

研究分野： 微生物遺伝学

キーワード： 枯草菌　シアノバクテリア　水平伝搬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
外来遺伝子の発現は、細菌間のRNAポリメラーゼの性質の違いに起因した転写レベルで制御されうること、ま
た、外来遺伝子の発現が、内在のものに加え、外来のDNAメチル化酵素や核様体タンパク質によりエピジェネテ
ィックに制御可能であること、等が初めて示されたことが学術的な意義である。外来遺伝子をメガベース単位で
大規模に導入した、微生物による有用物質の生物生産や代謝変換は、今後社会にとって重要な技術である。その
際に、大規模導入した遺伝子を並列に制御することが必要である。本研究により、導入した外来遺伝子を一度に
発現させること、一方で、発現を抑制させることが可能であることが示唆されたことは社会的に意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）生物の進化はゲノム・遺伝子の進化の過程である。ゲノムの進化では DNA 塩基配列の変
化（変異）が子孫に伝わる同一種内の垂直方向の伝播に加え、異なる生物種由来の外来 DNA を
細胞内に取り込み利用する、水平方向の伝播もゲノムの多様性を生み出す重要な機構であると
考えられている。実際、現存する生物のゲノムを比較すると、進化の過程で DNA の水平伝播が、
生物界を超えて頻繁に起こったことが容易に推測される。 
 
（２）外来 DNA は異物として認識されるため、細胞内に侵入し宿主ゲノムに定着することさえ
も容易ではない。仮に、定着したとしても、外来 DNA を活用するまでには、生物進化レベルの
歳月を要し、保持が必要だが、外来 DNA のうち発現が宿主に有害な部分は、その間発現を抑制
しておく必要がある。 
 
（３）真核細胞では遺伝子サイレンシングと呼ばれる普遍的な遺伝子発現抑制機構が詳細に研
究されており、実際、植物では自身のゲノムをトランスポゾンやウイルス等の外来 DNA から保
護する際に、この機構が使われていることが知られている。細菌においても、核様体タンパク質
と呼ばれる結合認識配列の広い DNA 結合タンパク質が優先的に外来性の DNA 領域に結合し、
そこにコードされた遺伝子の転写を抑制することが示唆されている（Navarre et al., (2006) 
Science, 313:236）。また、バイオテクノロジーにおいて組換えタンパク質の発現、すなわち外来
遺伝子の発現は常法だが、遺伝子発現の各段階（転写(後)・翻訳(後)）で、外来 DNA と宿主との
不適合が生じることはよく知られている。従って、水平伝播過程での外来遺伝子の発現も様々な
段階で抑制されると考えられるが、既存の例は、外来 DNA といってもウイルスやファージとい
った限られた因子の排除であったり、既にゲノムに存在する外来性 DNA の動態からの推測であ
ったり、少数の外来遺伝子発現に生じた問題点であり、それらの現象から、その機構を推定して
いるにすぎない。このように DNA の水平伝播は生物進化上重要な現象であるにもかかわらず、
実験室内での再現が困難であり、外来 DNA がどのような機構で保持され、利用されていくのか、
その全体像、分子機構は未解明である。 
 
（４）細菌だけでなく全ての生物において、一生物の全ゲノムを他の生物のゲノムに組み込んだ
例は、米国のベンターらによる酵母細胞での Mycoplasma 菌ゲノムの再構築（Karas et al., 
(2013) J Biol Eng. 7:30）と、板谷光泰博士（慶應義塾大学、連携研究者）らによる枯草菌（納
豆菌の類縁菌で高い自然形質転換能をもつ、モデル細菌）ゲノムへのシアノバクテリア（ここで
は Synechocystis PCC6803 光合成細菌の代表株）ゲノムの挿入（キメラゲノム細菌（２種の細
菌ゲノムを有する細菌）、シアノバチルスの創成）（Itaya et al., (2005) Proc Natl Acad Sci U S 
A. 102:15971）の２例だけである。シアノバチルスの全転写産物を RNA-Seq 解析により調べる
と、興味深いことにシアノバクテリアゲノムが分断して組み込まれた３領域に特徴的に転写産
物が検出されなかった。この現象は、水平伝播における外来遺伝子の発現を阻む機構を再現した
もので、実験室で解析することができる具体例である。 
 
２．研究の目的 
（１）キメラゲノム細菌、シアノバチルスを、水平伝播という進化の過程を実験室内で大規模に
再現させたことにより観察可能とした、実験可能な“種の壁”機構ととらえ、宿主の枯草菌にと
っては外来である、シアノバクテリア遺伝子の発現抑制機構の分子レベルでの全容解明は未だ
例のないものであり、本課題の研究目的とした。 
 
（２）生物の全ゲノム配列が容易に決定され扱える今日では、外来遺伝子発現に供する遺伝子の
数も種類も増やすことが可能であり、有用物質の生物生産や代謝変換も大規模化している。そこ
で、外来遺伝子発現を抑制する機構の解明とともに、解明された原理に基づき、それを排した、
外来遺伝子の由来によらない遺伝子発現宿主の構築を発展的な目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）転写装置（RNAP）の改変：シアノバチルスにおいて、シアノバクテリア由来の遺伝子の発
現がおきない一つの原因として枯草菌由来の遺伝子発現システム、転写装置（RNA ポリメラーゼ
ホロ酵素[RNAP]）がシアノバクテリア遺伝子に適合していないことが考えられる。枯草菌内でシ
アノバクテリア由来の RNAP の各サブユニットについて改変を加え、弱いながらもタンパク質レ
ベルでの発現が既に観察されている。各サブユニットが RNAP 複合体を形成しているのか、タン
パク質複合体精製により解析する。シアノバクテリア由来遺伝子の転写が誘発される様になっ
たか、各種転写解析により確認する。 
 
（２）エピジェネティック段階の解析①核様体タンパク質の影響 
大腸菌の核様体タンパク質である H-NS、AtpA タンパク質は、外来遺伝子の発現を抑制している



ことが知られている。それらのタンパク質を枯草菌細胞内等で発現させ、表現型の変化を観察す
る。枯草菌で同様に、外来遺伝子の発現を抑制していると考えられている Rok タンパク質と合わ
せて解析する。 
 
（３）エピジェネティック段階の解析②DNA のメチル化と遺伝子発現の影響 
DNA のメチル化が遺伝子発現に影響するかは細菌では未解析である。メチル化様式の変化が遺伝
子発現に影響するかを、枯草菌で解析すると同時に、シアノバチルスでも解析する。PacBio シ
ーケンス技術により、増殖の各段階における DNA メチル化状態、ゲノムのメチル化部位を直接検
出する。DNA メチル化酵素遺伝子破壊によるトランスクリプトームの変化を、RNA-Seq 法により
解析する。加えて、枯草菌内在の DNA メチル化酵素に加えて、異種細菌の４つの DNA メチル化酵
素を枯草菌内で発現させ、新たな DNA メチル化により枯草菌の遺伝子発現に変化を生じるかを
解析する。 
 
（４）導入したシアノバクテリアゲノムが、巨大なため、発現誘導の影響が大き過ぎることも考
えられる。そこで、枯草菌ゲノムに導入する異種細菌のゲノムとして、シアノバクテリアのゲノ
ムとは別に、枯草菌に比較的近縁のゲノムサイズの小さい難培養性の腸内細菌であるセグメン
ト細菌のゲノムを導入し、シアノバチルスと同様の解析を実施する。 
 
４．研究成果 
（１）枯草菌細胞内でシアノバクテリア由来の RNA ポリメラーゼ（RNAP）遺伝子を導入し、RNAP
コア酵素の構築に成功した。シアノバクテリアの主要シグマ因子 SigA ではなく、枯草菌の SigA
がシアノバクテリア由来の RNAP コア酵素に結合した RNAP ホロ酵素を形成していた。枯草菌の
SigA の発現レベルを低下させることで、シアノバクテリア由来の RNAP ホロ酵素が形成され、細
胞の増殖低下が生じることが示唆された。一方、シアノバクテリア SigA が枯草菌由来 RNAP コア
酵素と活性のあるコア酵素を形成することも示唆された。またシアノバクテリアの SigF を枯草
菌内で発現させ、枯草菌 RNAP コア酵素とのホロ酵素を形成させ、転写活性を有することを確認
した。 
 
（２）枯草菌内で構築できた、シアノバクテリア由来の RNAP コア酵素遺伝子群をシアノバチル
ス細胞内のゲノムに組込み、同時にシアノバクテリア SigFσ因子を強制的に発現させた。RNA ポ
リメラーゼの発現をウエスタン法で確認し、枯草菌 RNA ポリメラーゼとの複合体形成を確認し
た。導入した SigF シグマ因子の機能発現を確認するために、シアノバチルスゲノム遺伝子の転
写プロファイルの変化を RNA-sequencing により解析した結果、SigF 依存の転写が知られている
シアノバクテリア由来の遺伝子の転写誘導が確認された。 
 
（３）枯草菌内在性の DNA メチル化酵素に加えて、異種細菌の４つの DNA メチル化酵素を枯草菌
内で発現させ、枯草菌ゲノムをメチル化していることを確認した。遺伝子の転写プロファイルの
変化を RNA-sequencing により解析した結果枯草菌内在の DNA メチル化酵素の有無により遺伝子
の転写上昇及び抑制が起こることが示唆された。ある種の DNA メチル化酵素の発現により、枯草
菌の高温培養下での増殖が阻害された。 
 
（４）枯草菌内に大腸菌の核様体タンパク質 H-NS と stpA を異種発現させたところ、枯草菌に感
染する SPβファージの感染に対して、宿主枯草菌の耐性化がみられた。侵入したファージ遺伝
子の発現が抑制されたことに起因すると考えられる。しかし、溶源化ファージを誘発するマイト
マイシン Cに対しては抵抗性の変化は見られなかった。 
 
（５）シアノバチルスは形質転換能が低下している上に、薬剤選択マーカーが複数使われていて、
遺伝学的な扱いが難しい。そこで、接合伝達によって DNA を細胞内に送り込み、細胞内でゲノム
編集可能なプラスミドを構築した。これを用いてシアノバチルスの遺伝子改変（必要な薬剤選択
マーカーをゲノム編集によりゲノムから欠失させる等）を可能にした。 
 
（６）枯草菌に比較的近縁のゲノムサイズの小さい難培養性の腸内細菌であるセグメント細菌
のゲノム導入を開始し、べん毛形成遺伝子群を含む約 100kb の連続したゲノム領域の組込みを
完了した。一方、腸内細菌の胞子形成開始遺伝群により、枯草菌の胞子形成を一部相補できるこ
とが判明した。腸内細菌ゲノムを導入した株において、枯草菌の核様体タンパク質 Rok を破壊す
ると、最少培地での増殖及び胞子形成に影響がみられた。このうち胞子形成に関しては、H-NS の
発現により回復傾向がみられた。 
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