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研究成果の概要（和文）：本研究では、細菌ゲノム上の非遺伝子領域に存在する外来DNAの記憶領域である
Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR) に含まれる断片情報 (スペーサー配
列) の解析で新規細菌記憶装置開発への基盤を築くことを目的とした。特にA群レンサ球菌とブタレンサ球菌の
本CRISPR領域を精査したところ、記憶装置開発は難しいが、これらの細菌種においてCRISPRは高精度タイピング
や、CRISPRも可動性因子であるかもしれないという新しい基礎生物学的な新知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyze fragment information (spacer sequence) contained 
in Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR) which is a memory region of 
foreign DNA existing in a non-gene region on the bacterial genome, and found a basis for development
 of a novel bacterial memory device. Especially when we examined the CRISPR region of group A 
streptococci and Streptococcus suis, although it is difficult to develop memory devices, CRISPR is 
highly accurate for strain typing and CRISPR also appears to be a mobile element in these bacterial 
species, which open new insights into this CRISPR research field.

研究分野：環境遺伝生態学

キーワード： CRISPR
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１．研究開始当初の背景 
 
  細菌を長期記憶媒体として有効活用する
技術の総称を「バクテリア記憶媒体」と呼び、
日本が世界をリードしている (Biotech. Prog., 
2007, Syst. Synthetic Biol., 2009)。細菌は生命
誕生の初期から存在し、その DNA は数億年
に渡り保存されてきたことから、長期の保存
能に疑いようはない。しかし、DNAの変異が
生じて、改変してしまうことが課題である。
さらに、DNAデータの組込み効率、挿入箇所
のコントロールが煩雑であり、データのバッ
クアップとして複数コピーをゲノムに取込
ませる必要がある。 
	 レンサ球菌属の細菌には、乳酸菌として産
業上有用な Streptococcus thermophilus等を含
め、多数の種が存在する。中でも、A群レン
サ球菌 (S. pyogenes) は、原核生物の獲得免
疫 機 構 で あ る CRISPR/Cas (cas: 
CRISPR-associated) が簡易な真核生物のゲノ
ム編集に応用できることから注目を集めて
いる (化学と生物, 2014)。申請者らは、本菌
種のゲノム解析を含め (Genome Res., 2003)、
他のレンサ球菌種 (S. mutans, S. suis) とその
CRISPR/Cas について研究してきた  (ISME 
J.,2014; Genome Biol. Evol., 2013; Appl. 
Environ. Microbiol., 2013; J.Biol.Chem., 2011; 
BMC Genomics, 2009; PLoS One, 2011; Cell. 
Microbiol., 2009等)。これらの解析を通じて、
レンサ球菌の CRISPR/Casは 30-35 bpの記憶
領域であるスペーサー配列を平均 5.4 個しか
保有していなかった。しかし、他の細菌種で
は最大 587個を保有していること、レンサ球
菌 259株の独自ゲノム情報データから、従来
の細菌記憶媒体の欠点を補うことができる
と考えた。つまり、CRISPR/Cas を記憶装置
へとの応用研究は、多くの課題を解決する必
要がある。しかし、CRISPR は遺伝子間領域
であることから進化的な特定の変異圧がな
く、恒常的な高発現をさせることで変異およ
び記憶の脱落を起こさせない (予備解析では、
変異は無い)、同一部位に必ず取込まれるため
配列の導入が簡易である、という利点を有す
ると考えた。そこで、レンサ球菌属種の
CRISPR/Cas に着目し、新規細菌記憶装置開
発の基盤構築に着手することとした。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、CRISPR への遺伝子取込みを
高効率で可能とする細菌株の構築により、細
菌記憶装置開発への基盤を築くことを目的
として、2 年間で次の研究を企図した。1) S. 
pyogenes、S. suis 1,000株以上の CRISPR/Cas
の配列情報を取得する, 2) CRISPR に含まれ
る外来因子情報から、過去に取込まれた外来
因子の全貌を明らかにし、CRISPR のタイプ
分け、配列取込みに必要な PAM 配列の決定 
(取込配列隣のモチーフ), 3) CRISPR/Casに恒
常的に発現可能なプロモーターを挿入し、取
込み制限が緩慢な (現状では最低 2 塩基が必

要) PAMを保有菌株の作製を行う。細菌記憶
装置を扱う研究分野自体が、前述の課題によ
り存在していない。また、CRISPR/Cas につ
いても、ゲノム編集 (切断) に焦点があてら
れており、取込みに着目したアプリケーショ
ンは皆無である。そのため、本研究目的が達
成できれば、記憶装置開発という生物学以外
の科学分野に影響を与えるだけでなく、新し
い産業の創出を通じて、社会的にも大きな反
響を呼ぶと考えられる。 
 
３．研究の方法 
	 実験開始時の研究予定を以下にしめす。 
	 S. pyogenes では、独自に取得したゲノム配
列として、高病原性株由来の 90 株、乳幼児
咽頭炎由来株の 151株がある。さらに、遺伝
子データベースのドラフトゲノム配列の 601
株、181 株、そして、完全ゲノム配列が既知
の 18 株を合わせた 1,000 株の配列について、
CRISPR/Casの予測を行う。既に、259株での
予備検討を終了しているため、円滑な実施が
可能である。また、どのような外来因子や、
取込まれる配列に偏りがあるかを調べるた
めに、CRISPR 内の外来因子全長の再構築を
目指す (予備的知見では、バクテリオファー
ジが大半で、取込み配列に偏りはない)。また、
新型シーケンサー登場当時と同程度の取込
み配列長 (30〜35 bp) であるため、この構築 
(アセンブル) 方法については、当時の手法を
利用する。 
	 これまでに実施した動物衛生研究所との
共同研究から S. suisでは全ての serotypeにお
いて (35株)、本菌の CRISPRはゲノム上の決
まった一箇所にあることがわかっている (投
稿中)。さらに、独自のプライマーを用いてさ
らに 70 株を追加してみたところ、予備的知
見が正しいことを確認している。そこで、動
物衛生研究所が保有する S. suis 1,200株全て
について、CRISPR/Cas 領域の配列を決定す
る。培養、DNA抽出、クローニング、プラス
ミド抽出、illumina 社の MiSeq により配列を
決定する。 
	 S. pyogenes および S. suis に含まれている
CRISPR/Cas タイプ別に分類する (cas 群の構
成に基づく）。これらの細菌種では、タイプ I
とタイプ II であることを確認しているため、
分類後に含まれる外来因子の取込み認識配
列である PAM の種類に注意を払う。また、
PAM の配列と外来因子の取込みに必須であ
る cas1, 2配列について、マルチプルアライメ
ント（多重整列）から保存領域、可変領域の
関係に特に注意を払い、PAMに影響を与える
配列候補を同定する。 
	 上記の A、C と同様にして、S.suis の取込
み配列における法則性や PAM 配列に影響を
与える cas 1, 2 の配列を決定する。また、
S.pyogenes と本菌が保有する CRISPR/Cas は
同じタイプ (Iと II) であること、同じ属の細
菌種であることから、二種分のデータ 
(1,000+1,200 株) を合わせることで、より高



精度な、cas1, 2の PAM 配列に影響を与える
配列を導く。 
	 27年度に、十分な精度で配列決定できなか
った株について、MiSeqおよび従来の Sanger
シーケンサーを用いて、配列決定を行う。 
	 既に申請者らは、レンサ球菌で恒常的に発
現するプロモーターを保有しているので、こ
れを CRISPR/Cas 領域に組込む (CRISPR と
cas は別々に転写されるため、両者に挿入す
る)。これにより、効率よく casが外来因子を
効率的に取込ませる。また、同様に、CRISPR
についても恒常的に発現させることで、取込
まれたスペーサー配列の脱落を抑える。 
	 上記の予測された cas1, 2配列のうち PAM
配列に影響を与えると考えられた配列にラ
ンダムな配列を組込む。で作製した菌株を用
いることで、効率的に PAM配列が変わった、
特に 1 塩基の PAM 配列で取込む株を完成さ
せる (A, T, G, Cの各 1塩基、4株)。また、取
込み配列の偏りたないことを確認する。これ
により、本研究目的は達成できたものと判定
する。 
	 上述したような研究計画を実施する予定
であったが、S. pyogenes および S. suis の
CRISPR を中心としたゲノム情報解析を精査
することで、基礎生物学において興味深い予
備データがでたことから、その集中解析を実
施することとした。 
 
４．研究成果 
	 S. pyogenesの CRISPRを詳細に調べた結果、
次のような知見が得られた。 
	 S. pyogenesは、多様な疾患を引き起こす主
要な病原細菌の一つであるが、特に劇症型の
疾患では、致死率が極めて高いことが問題と
なっている。この原因解明のため、多くの研
究がなされてきたが、未だの原因は明らかと
なっていない。劇症型と非劇症型疾患由来の
本菌を調べてみると、CRISPRの有無により、
バクテリオファージ数と種類にバイアスが
あること、そして、CRISPR を保有しない菌
株は、コアゲノムサイズが CRISPRを保有す
る菌株よりも小さいこと、しかし、パンゲノ
ムサイズが逆に大きいことが判明した。興味
深いことに、CRISPR がない菌株で有意に多
く劇症型由来株が存在していた。このコアゲ
ノムが小さい菌株ほど劇症型の原因になっ
ているという知見は、S.suis でも報告されて
いることから、普遍的な現象である可能性が
考えられる。さらに、CRISPR を保有するこ
とがレンサ球菌属では一般的であるが、
CRISPR を保有しない菌株が多く見られた。
そこで、詳細に配列レベルでの解析を実施し
た結果、CRISPR はまずスペーサーがすべて
脱落し、cas遺伝子のプロモーターが脱落し、
repeat 配列にファージが侵入し、ファージ脱
落時に cas 遺伝子を巻き込むということが配
列解析から明らかとなった。 
	 スペーサー自体の数、種類といった多様性
を調べたところ、予想以上にスペーサーの反

復回数がすくなく、CRISPR を保有しない株
が多く見られた。CRISPR をクラスタリング
して、ゲノム系統関係を調べたところ、
CRISPR を保有する範囲では、系統関係を反
映しており、従来タイピングに用いられてい
る M タンパク質でのタイピングと同等の解
像度を示すことがわかった。 
	 また、S. suisの CRISPRに着目して解析を
行ったところ、本菌においても CRISPRの有
無がゲノム系統によって別れていた。しかし、
ながら、S.pyogenes と異なる機構で CRISPR
の脱落が起きていることが推測された。これ
までの多くのゲノム解析がなされてきた結
果、CRISPR を含む多くの免疫システムは、
共生アイランド、病原性アイランドといった
ものと同じようにゲノム内で近接して存在
することが明らかとなっており、防御アイラ
ンドと名付けられている。今回発見した
CRISPR が存在部位は、他の防御因子とアイ
ランドを形成せず、独立して存在することが
わかった。すなわち、RM, TA, Abi, BREXな
どの外来 DNA 排除システムとゲノムの特定
部位を取り合うともみえる状況でシャッフ
ルしていることがわかった。さらに CRISPR
であっても異なる CRISPRのタイプ同士で同
じゲノム部位を取り合っているように観察
された。さらに興味深いことに、異なる防御
システムの存在で、ゲノム系統が予測できる
こと、すなわち、防御システムが駆動する種
分化、多様化が起きているという仮説を提案
することができた。 
	 このように２つの細菌種で、全く異なる、
予想もしていなかった基礎生物学的な知見
が得られたことは驚くべきことであったが、
これらが下記 URL のようにゲノム科学専門
誌に掲載されたことから本研究課題は新し
い研究を萌芽することができたという意味
で十分な進捗であると考えられる。 
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