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研究成果の概要（和文）：病原細菌（ピロリ菌）が進化させてきたゲノムメチル化系の機能性を証明し、それを
ツールとして微生物の形質操作に利用する微生物育種法の基盤技術を確立した。NGSを用いたゲノムメチル化の
網羅的検出とトランスクリプトームの解析手法を確立した。これまでに構築したメチル化酵素遺伝子ノックアウ
ト株のトランスクリプトームデータを統合することで、複数の配列特異的メチル化系から構成される遺伝子発現
ネットワーク（epigenetic network）があることを発見した。エピゲノム育種に利用できる可能性のある新規
DNAメチル化系を発見した。

研究成果の概要（英文）：We revealed the functionality of diverse methyltransferase genes in the 
pathogen (H. pylori) genome. We established experimental and analytical protocols for bacterial 
methylome and transcriptome studies. We discovered an epigenetic network consisting of multiple 
regulatory networks governed by site-specific DNA methyltransferases. We discovered a novel 
restriction-modification system potentially useful for epigenome engineering.

研究分野： ゲノム微生物学

キーワード： ゲノム　ピロリ菌　メチローム
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１．研究開始当初の背景 
細菌ゲノムの情報は、病原性細菌を中心とし

て爆発的に増加している。これまでの比較ゲ

ノム研究は、各細菌種系統群が、進化の過程

で、DNA メチル化酵素遺伝子の獲得と喪失

に加え、組換えによる DNA メチル化酵素遺

伝子の構造変換を繰り返しているという事

実を明らかにしてきた。これは細胞内で新し

く発現する配列特異的 DNA メチル化酵素が

書きかえる DNA の修飾情報によって、細胞

が取り得るトランスクリプトーム状態の範

囲が変わり、それが適応的な形質の発現に寄

与するという「エピゲノム駆動型進化」とい

う概念をもたらした。これは、これまでの「ゲ

ノム内の特定の箇所に突然変異を導入する

ことで細胞の性質を改変する」という従来の

育種方法でなく、「ゲノムワイドなメチル化

の導入によって細胞の性質を改変する」とい

う新しい微生物育種法のあり方を提案する

ものであった。 
 
２．研究の目的 
 「エピゲノム駆動型進化」という考え方の妥

当性の検証と、配列特異的 DNA メチル化酵

素を用いた微生物育種実現に向けた技術基

盤の整備のため、以下の２点の目的を設定し

た。 

（１）ピロリ菌が保有するメチル化酵素が、

ゲノムのメチル化によって特定のトランス

クリプトーム状態を規定し、適応形質の発現

に寄与しているかどうかを検証する。複数の

メチル化酵素についてそのメチル化活性、転

写制御活性、形質への影響を調べる。 

（２）形質操作のツールとして使用出来る

DNA メチル化酵素のレパートリーを増やす

ため、多数株のゲノム配列が公開されている

細菌種のゲノムを比較することで、細菌種の

系統分岐の促進に関与した可能性のある

DNA メチル化酵素遺伝子をスクリーニング

する。またそれを大腸菌に導入し、形質操作

を行う。 

 
３．研究の方法 
 （１）ピロリ菌 の複数の推定メチル化酵素

遺伝子をノックアウトする。得られた変異体

のトランスクリプトームの変を RNA-seq 法

により評価する。変異体の基本的な形質（増

殖速度、運動性、様々なストレス耐性）を実

験により評価する。 

（２）ドラフトゲノム情報が得られている非

モデル生物のMycobcterium aviumの 36株の

遺伝リレパートリーを比較し、系統特異的な

遺伝子セットの中に制限酵素・DNA メチル化

酵素遺伝子があるかどうかを調べる。同定さ

れたDNAメチル化酵素遺伝子をREBASEデ

ータベース内で検索し、メチル化標的配列が

同定されていない新規性のあるものかどう

かを検証する。 

 
４．研究成果 

（１）ピロリ菌が保有するメチル化酵素の細

胞内メチル化活性、転写制御活性、形質への

影響 

ピロリ菌P12株の7種類の推定メチル化酵素

遺伝子をノックアウトした。構築したノック

アウト株のうち、標的配列が不明であった III

型 DNA メチル化酵素遺伝子の３つのノック

アウト株については、PacBioRSII を用いて

メチロームを決定し、ノックアウトしたメチ

ル化酵素遺伝子標的配列の推定を行った。メ

チル化が起きている配列モチーフの種類を

株間で比較した結果、標的配列が不明であっ

た３つの III 型 DNA メチル化酵素遺伝子の

うち、一つの遺伝子の産物の標的配列が

GACC である事が推定された。残り二つの遺

伝子の産物については活性がない事が判明

した。 

続いて、ノックアウト株のトランスクリプト

ーム変化と、栄養培地での成長速度の変化を

解析した（図１）。その結果、トランスクリ

プトームと細菌株の成長パターンに大きな

変化をもたらすものもあったが（MTase 1, 



MTase 2, MTase 5）、それらにほとんど影響

を与えないものもあった（MTase 4, MTase 

5）。 

 

図１。P12 株の５つの活性のあるメチル化酵

素遺伝子破壊株のトランスクリプトーム変

化と成長パターンの変化。結果の一部は

Zhang et al. (2017)にて発表した。 

 

トランスクプトーム情報から、MTase2 ノッ

クアウト株では、細胞の運動性と酸化ストレ

ス耐性の変化が予測された。そこでそれら２

つの形質を、寒天培地を用いた実験によって

調べたところ、ノックアウト株において運動

性の増大と酸化ストレス耐性の低下が認め

られた。それらの変化が、実際にノックアウ

トした遺伝子に依存していることを証明す

るために、ノックアウト株にオリジナルの遺

伝子を導入し、同様の実験をしたところ、オ

リジナルの遺伝子の再導入に伴って、運動性

の低下と酸化ストレス耐性の低下が認めら

れた。よって、少なくとも、MTase 2 は、ピ

ロリ菌 P12 株の形質発現に実際に寄与して

いることを証明できた（図２）。 

 

図２。ノックアウト株へのメチル化酵素遺伝

子再導入実験の結果。 

 

これまでに得たトランスクリプトームデー

タを統合し、各メチル化酵素遺伝子の遺伝子

発現への影響を可視化した。すると、メチル

化酵素による転写制御ネットワーク同士が

オバーラップしていることが判明した（図

３）。これは、ピロリ菌においては、細胞内

のメチル化系同士が、相互作用しながら適応

形質を制御する系を（進化の過程で）確立し

たこと示唆する。 

転写制御領域において、期待されるより多

く出現しているメチル化モチーフを持つ遺

伝子が、対応するメチル化酵素遺伝子のノッ

クアウトによって、大きく発現変動を起こす

こともあったが、ノックアウトしたすべての

メチル化酵素遺伝子の標的モチーフについ

て、同様の「モチーフ出現率と発現変動の相

関」が見られるわけではなかった。そのため、



細菌のメチル化酵素が如何にして細胞の表

現型を制御しているのかは、未だに完全に理

解できていない。それを理解し、微生物育種

につなげるにはさらなる努力が必要である

と考えられる。 

 

 

図 3. ピロリ菌内のメチル化による転写制御

ネットワークのオバーラップ。ノードは遺伝

子。黒、緑、オレンジ、ピンクのノードはそ

れぞれ、II 型、I 型、III 型メチル化系を意味

する。 

 

（１）新規 DNA メチル化酵素の探索 

比較ゲノム解析がこれまでになされてこな

かった細菌種である Mycobcterium avium

の種内の系統解析と遺伝子レパートリー解

析を行い、系統群特異的な遺伝子セットの中

にメチル化酵素遺伝子が含まれていること

を発見した（一部は、Yano et al 2017 に発表）。

REBASE データベース内での BLAST 検索

により、系統群特異的なメチル化系の中には、

標的配列を予測できない新規の II 型メチル

化系があることが判明した。今後、これらメ

チル化系の標的配列を M.avium 分離株のメ

チローム解読と、新規 II 型メチル化系を発現

する大腸菌株のメチローム解読という二つ

のアプローチにより決定する予定である。ま

た、大腸菌の適応度測定方法は、すでに確立

されており、今後、異種メチル化酵素の発現

が細胞に与える影響の基本的なデータが得

られるだろう。  
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