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研究成果の概要（和文）：in vivoクローニング(iVEC)法では相同配列を持ったベクターDNAとクローン化DNAを
大腸菌変異株に形質転換するだけで、目的の組換え体クローンが得られる。この技術は、簡便なシームレスクロ
ーニングである。in vivoクローニングの分子メカニズムの遺伝学的な解明を行い、さらに、この活性を向上さ
せるため高形質転換効率の大腸菌株の開発を目指した。高形質転換効率に関連する遺伝子の探索では形質転換に
関わる遺伝子を見出した。形質転換効率を向上させる変異の遺伝子の候補としてrpoZ遺伝子を見出し、この遺伝
子によりその発現制御を受けている遺伝子群が形質転換に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the in vivo cloning (iVEC) method, a recombinant clone can be obtained 
simply by transforming the vector DNA and the cloned DNA, which are PCR products with homologous 
sequences, into an Escherichia coli cell. This technique has the advantage that seamless cloning can
 be performed inexpensively and quickly. We conducted a genetic elucidation of the molecular 
mechanism of the in vivo cloning and aimed to develop an Escherichia coli strain with high 
transformation efficiency to improve this activity. In the search for genes related to high 
transformation efficiency, genes involved in transformation were found. We found the rpoZ gene as a 
candidate gene that improves transformation efficiency. The rpoZ gene regulates gene groups whose 
expression is involved in transformation efficiency.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 形質転換体　クローニング　オメガ因子　RNAポリメラーゼ　iVEC
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研究成果の学術的意義や社会的意義
in vivoクローニング(iVEC)法の分子メカニズムの遺伝学的な解明を行った。in vivoクローニングの分子メカニ
ズムには3’-5’エンドヌクレアーゼXthAが必須であった。XthAはDNAの3’末端から二本鎖DNAを一本鎖DNAが露
出し、相同な一本鎖 DNA同士がアニーリングをさせる活性であることを明らかにした。これを元により高効率な
方法への改善が期待され、形質転換の向上を同時に進めることでさらなる組換えDNA技術の発展が見込まれる。

※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 
 

大腸菌が Ca2+に依存してファージ DNA を取り込むようになることは、1970 年に報告さ

れている (Mandel and Higa, J. Mol. Biol. 1970)。その後、CaCl2 溶液で処理した大腸菌の

プラスミド DNA による形質転換法 (カルシウム法) が Cohen らによって確立されて以

降 (Cohen et al. PNAS 1972)、大腸菌を用いた形質転換は遺伝子のプラスミドへのクロー

ニング等の目的で、世界中で広く日常的に使われるようになり現在に至っている。この

方法は、大腸菌をまず冷却した CaCl2 などの塩溶液で処理しプラスミド DNA を加えた

後にヒートショック処理を施し、プラスミド DNA を取り込ませるというものである。

この形質転換の原理として、Ca2+の正の電荷により、DNA と大腸菌外膜の表面に存在す

るリポ多糖の双方の負の電荷を打ち消し、外膜表面と DNA の親和性が高め、続くヒー

トショックによる膜の流動性の変化により DNA を細胞内に取り込むという説明がなさ

れている。事実、Ca2+存在下でリポ多糖と DNA が相互作用すると報告されている (Panja 

et al. Biomacromolecules 2008)。しかし、その一方でヒートショックを必要としない形質

転換方法も報告されており (Chung et al. PNAS 1989)、膜の流動性の変化だけでは細胞

内への DNA 取り込みのメカニズムを完全には説明できない。エレクトロポレーション

のような物理的に細胞膜に穴を開ける方法であれば、その穴から DNA が取り込まれる

と容易に説明できる。しかし、カルシウム法等のケミカルでの形質転換において、例え

ば、5kb のプラスミドであれば分子量は 330 万にも及ぶが、このような巨大分子がどの

ように細胞内に取り込まれるのかを説明するのは困難である。 

 枯草菌等の一部のバクテリアでは、積極的に DNA を取り込む分子装置の存在が知ら

れており、この装置によって DNA が細胞内に取り込まれる (Maier et al. Nat. Sturct. Mol. 

Biol. 2004) 。大腸菌にもこのような DNA 取り込み装置のホモログが存在しているが、

このホモログは形質転換に関与していない (Sun et al. J. Bacteriol. 2009)。 

 では、一体どのようにして大腸菌は分子量が数百万にも及ぶプラスミド DNA のよう

な巨大分子を外膜、ペプチドグリカン層、そして内膜を通過させて細胞内に取り込むの

であろうか？ 細胞内への DNA の取り込みを積極的に促すような因子は存在するの

か？ 逆に DNA の取り込みを阻害するような因子はあるのか？ DNA は細胞のどの部

分から取り込まれるのか？ これらは長らく未解明のままである。 
 
 
２．研究の目的 
 

大腸菌における形質転換のメカニズムを解明することを目的としているが、その成果を

元に形質転換効率の向上した高性能の組換え DNA 用宿主大腸菌株の開発が可能になる

と期待できる。これにより生命科学分野のみならず、大腸菌を用いた物質生産をめざす

応用工学や農学等の異分野の研究者でも、より簡単に DNA を扱う研究が可能となるこ

とが期待される。現在の大腸菌宿主では取り込み可能な DNA の長さに限界があり、こ

の制限を克服できれば、合成生物学などで取り組まれている巨大ゲノムの作製の研究分

野に貢献できる。 
 
 



 
３．研究の方法 
 

大腸菌の網羅的遺伝子欠失株ライブラリーである Keio コレクションを用いた大規模な

スクリーニング実験により形質転換効率に顕著な影響を与える変異株を見出し、さらに

形質転換のどのステップに影響しているか調べ、DNA の取り込みに直接影響する遺伝

子について、その DNA の取り込み過程での機能を明らかにする。また、逆に形質転換

効率が顕著に上昇するような欠失株も得られている。これらの遺伝子の組み合わせで、

形質転換効率を向上させることができるか調べる。そのため、新たに DNA の取り込み

を細胞学的に検出するシステムを構築する。 

 
 
４．研究成果 
 

in vivo クローニングの分子メカニズムとしては、従来言われていた RecA, RecET 依存

の組換え反応ではなく、3’-5’エンドヌクレアーゼ XthA があった。XthA は DNA の 3’末

端から二本鎖 DNA を一本鎖 DNA が露出し、相同な一本鎖 DNA 同士がアニーリング

をさせる活性であることを明らかにした。さらに、この活性を向上させるため高形質転

換効率の大腸菌株の開発を目指した。大腸菌の網 羅的遺伝子破壊変異ライブラリーを

使い、高形質転換効率に関連する遺伝子の探索を行った。その結果、まず形質転換効率

の低下した遺伝子の中にリポ多糖合成 に関するものが複数見出され、細胞膜表面のリ

ポ多糖が DNA 取り込み効率に関係していることが明らかになった。おそらく、細胞表

面に DNA を吸着させる活性に関 与している。他方、形質転換 効率を向上させる変異

の遺伝子の候補として rpoZ 遺伝子を見出した。rpoZ 遺伝子は RNA ポリメラーゼの構

成因子であり、多くの遺伝子がその発現制御を受けている。したがって、RNA ポリメ

ラーゼの制御下にある遺伝子の中に形質転換効率に影響するものがあることが判明し

た。 
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