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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年注目されているゲノム編集（Genome Editing）法と、細菌の持つバクテリ
オファージに対する獲得免疫機構であるCRISPRのスペーサー配列情報に基づいて、特定の菌のみの遺伝子破壊を誘導で
きる人工ファージを創出するための技術を開発することを目的とした． A群レンサ球菌の遺伝子と相同のスペーサー配
列を持つ菌では，菌体の増殖が完全に抑制された．また， TALENやZFNでは菌体の増殖抑制効果は不十分であった．こ
の結果から，CRISPR/Cas9システムは，外来性遺伝子の排除だけでなく，自身の染色体も破壊することで，増殖抑制効
果があることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to apply the Genome Editing method on the basis of the 
spacer sequence information of CRISPR. The Cas9 / CRISPR system of the group A streptococci (GAS) with 
various spacer sequences of the chromosomal DNA were constructed, and chromosomal fragments with 
homologous sequence were also introduced in another compatible plasmid. CRISPR/Cas system could clearly 
inhibit the growth of E. coli strain with matched pair of spacer sequence and the chromosomal fragment. 
However, the TALEN system and ZFN system could not inhibit the growth of E. coli completely. We also 
construct the CIRPSR/Cas9 expression plasmid for GAS. The growth of bacteria is completely inhibited by 
introducing the plasmid with spacer sequence of the homologous sequence of the its chromosome. These 
observations indicated that the CIRPSR/Cas9 system can be used not only for the destruction of foreign 
DNA but also its chromosome.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
レンサ球菌感染症は、日本では、A群レンサ

球菌で年間患者数が 30 万人、また、肺炎球

菌感染症では、高齢化による肺炎の死亡数が、

全死亡原因の上位であり、社会的に大きな問

題となっている（厚生労働症感染症情報セン

ター、http://idsc.nih.go.jp/idwr/index.html）．肺

炎球菌では耐性株が増えているだけでなく、

乳幼児の髄膜炎での患者が増加しているこ

とから、莢膜抗原に対するワクチンが日本で

も接種が勧められている．ところが、2000年

から PCV7ワクチンが導入された米国では、

肺炎球菌が新たな形質を獲得してワクチン

が奏功しない株が急速に流布したことがゲ

ノムレベルで解明された（Golubchik et al, 

Nature Genetics 2012）.そのため、従来とは異

なる視点での新規治療法が望まれている．ま

た、phage therapy（ファージ療法）は、従来

から「溶菌」を利用した新規感染症への応用

が期待されながら、「溶原化」した場合には

効果が期待できないことから実用化には至

っていない．申請者らは、これまで A群レン

サ球菌やブタレンサ球菌(S. suis)などのレン

サ球菌属の多株比較ゲノム解析を行ってき

た(Nozawa et al, PLoS One, 2011, Eguchi et al, 

Appl Environ Microbiol、2012)．その中で、i）

レンサ球菌属の病原性の伝播には、外来性遺

伝子が重要であること、ii)外来性遺伝子の伝

播は CRISPRを介して制限がかけられている

こと、などを明らかとしてきた．その中で、

ゲノム比較解析から、それぞれの菌株の特性

とゲノム情報を応用した菌株特異的な制御

が可能であることが判明したことから、本研

究を着想した． 
 
２．研究の目的 
本研究では、近年注目されているゲノム編集

（Genome Editing）法と、細菌の持つバクテ

リオファージに対する獲得免疫機構である

CRISPR のスペーサー配列情報に基づいて、

特定の菌のみの遺伝子破壊を誘導できる人

工ファージを創出するための技術を開発す

ることを目的とした．ゲノム編集法とは、人

工ヌクレアーゼの Zinc Finger Nucleases

（ ZFNs ） や Transcription Activator-Like 

Effector Nucleases（TALENs）を用いてゲノム

上の標的遺伝子の破壊やレポーター遺伝子

のノックインなどを可能にする技術であり、

原理的には全ての生物種に応用可能なこと

から、次世代の遺伝子改変技術として注目さ

れている（Urnov et al．、 Nat. Rev. Gen.、2010）．

そこで、この ZFNsや TALENsをファージ遺

伝子内に組み込むことにより、特定の菌のみ

の排除が可能であることを示す． 
 
３．研究の方法 
1) ゲノム情報から各菌種・菌株に特異的な

TALEN認識配列の候補を取り上げ、ターゲ

ット配列を決定し、in vivoで最も効率よく切

断される配列を情報的に解析した． A群レ

ンサ球菌、肺炎球菌、ブタレンサ球菌など

のゲノム情報から、TALEN targeter 

(https://tale-nt.cac.cornell.edu/node/add/talen)

などを用いて、レンサ球菌の各属に特異的

な配列を抽出し、TALENのターゲットとな

る配列を決定した．で選択した配列情報を

もとに、TALEN発現プラスミドの構築を行

った．TALEN発現プラスミドは、Voytas（ミ

ネソタ大学）らが開発したGolden Gate 

Assembly法を用いてTALベクターを作製し

た．（Cermak et al.、NAR 2012）.  

pCAG-T7-TALEN(Sangamo)-Dentinationベ

クター（Dr. Pelczarから分与）にクローニ

ングを行い、in vitroでのタンパク質翻訳系

系を用いてTALENを作製した．各菌株のタ

ーゲットとなる配列を、あらかじめプラス

ミドとして用意しておき、リコンビナント

TALENを反応させることで、どの程度遺伝

子欠損が起きるのかについて確認する．欠

失が確実に誘導できるクローンを選択し、

レンサ球菌用のhomologous recombination

用の遺伝子導入ベクター



pSET-4S(Takamatsu et al, Plasmid, 2001)に導

入した．また，CRISPR/Cas9の発現ベクタ

ーも同時に作成し，同じターゲットを指向

するベクターを作成した．本研究では、導

入されたファージによる形質が、遺伝子破壊

の効果であるのかどうか判定が難しいため，

抗生物質耐性遺伝子（pSET4Sにコードされ

ているスペクチノマイシンあるいは

pSET-Kmにコードされているカナマイシン

耐性遺伝子）をマーカーにして、レシピエン

ト株での導入効率、増殖抑制効果について解

析を行った． 
４．研究成果 

Ａ群レンサ球菌の染色体上にコードされて

いる病原因子からターゲット領域の選定を

行った．A群レンサ球菌は，GC 含量が低い( 

39%前後）ため，その遺伝子破壊のターゲッ

ト候補となる領域の推定は極めて困難であ

った．そのため，病原性が比較的明らかであ

る Streptolysin O 遺伝子の領域について，

まず TALEN, CRISPR/Cas9 のターゲット領域

を選定して，それぞれ 4領域ずつターゲット

領域を選定して，それぞれ大腸菌での発現プ

ラスミドを構築した．また，ターゲットとな

る領域の全長を，別の ori を持つ大腸菌のプ

ラスミドにクローニングを行い，上記の遺伝

子破壊プラスミドと同一菌体へ形質転換を

行った．このターゲット領域のプラスミドは，

カナマイシン耐性となるため，カナマイシン

含有プレート上で選択することで，ターゲッ

ト領域の破壊が確認できる． 

その結果，大腸菌内では，SLO 遺伝子をター

ゲットとした遺伝子破壊では，TALEN では効

果が認められなかった．TALEN の発現そのも

のは，ウェスタンブロットを用いて確認がで

きているが，配列の特異性あるいは認識が不

十分な結果なのかについては明らかでは，な

いが，TALEN を用いた遺伝子破壊法は，細菌

内での遺伝子破壊は困難であると考えられ

た． 

一方，同様のターゲット領域を対象にした

CRISPR/Cas システムでは，選定した 4領域の

うち，３領域をターゲットにしたベクターで

完全に大腸菌の生育を阻害することができ

た．このことは，CRISPR/Cas のシステムによ

って目的とするターゲット領域が切断され

たためと推察される．そのため，CRISPR/Cas

システムを染色体内での組み込みに用いる

ことができるのか否かについて検討をおこ

なった． 

レンサ球菌の遺伝子破壊プラスミドとして

用いられる pSET4S に，CRISPR/Cas のカセッ

トを組み込んだプラスミドを構築した．この

プラスミドは，28℃ではレンサ球菌内でプラ

スミドとして保持されるが，37℃にシフトア

ップを行うことで，染色体内に組み込まれる．

その特性を利用して，pSET-Cas および

pSET-Cas/SLO1-3 の４種類のベクターをレン

サ球菌内に遺伝子導入を行った．その結果，

上記大腸菌での生育阻害が明確に示された

３種類のターゲットについては，A 群レンサ

球菌でも同様に，生育の完全な阻害が認めら

れたことから，CRISPR/Cas システムを用いる

ことで，細菌の染色体をターゲットとした遺

伝子破壊が起きることが示された． 
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