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研究成果の概要（和文）：我々が独自に開発した大腸菌染色体複製のサイクルを再構成した複製サイクル再構成
系（RCR）では、ゲノムサイズの環状DNA分子の指数的な増幅が達成される。大腸菌をモデルとした研究では、複
製系以外にも転写・翻訳、DNA修復、組換え、複製周期制御など、ゲノムにまつわる多くのサブシステムが個別
に試験管内再構成されている。そこで本研究ではこれらサブシステムを複製サイクル再構成系に融合し、ゲノム
動態を統合的に再現する系を構築した。またシステムだけでなくメガサイズスケールのゲノム（染色体）自体を
試験管内に取り出してRCRにより増幅する検討も実施し、2-Mbの分断染色体の全長増幅にも至った。

研究成果の概要（英文）：In our originally developed replication cycle reconstitution system (RCR), 
which reconstitutes the cycle of E. coli chromosome replication, exponential amplification of 
genome-sized circular DNA molecules is achieved. In addition to the replication system, many other 
genome-related subsystems, such as transcription and translation, DNA repair, recombination, and 
replication cycle control, have been individually reconstituted in vitro in studies using E. coli as
 a model. In this study, these subsystems were integrated into the replication cycle reconstruction 
system to construct an integrated system that reconstructs genome dynamics. In addition to the 
system, we also examined the in vitro amplification of mega-sized genomes (chromosomes), and 
achieved full-length amplification of a 2-Mb fragmented chromosome.

研究分野： 合成生物学

キーワード： DNA複製　ゲノム動態
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研究成果の学術的意義や社会的意義
複製サイクル再構成系（RCR）は、セルフリーで環状DNAを増幅する技術として、世界的に注目されており、本技
術を基盤とするオリシロジェノミクス社はモデルナ社に買収されたことでも脚光を浴びた。本研究でアップグレ
ードされた複製サイクル再構成系は、DNAを基盤とするバイオ創薬への展開が期待される。また、複製を皮切り
に、細胞内のゲノム動態を試験管内で、より近似していく試みは、分子生物学の新しいアプローチとして生命の
理解に繋がっていくものである。

※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 

我々は最近、大腸菌染色体複製の完全なサイクルを 25 種類の精製タンパク質によって再構成

することに世界で初めて成功した(Su’etsugu et al., NAR 2017)。この「複製サイクル再構成系（RCR; 

Replication Cycle Reaction）」では、開始、伸張、終結、分離のサイクルが等温で自律的に何度も

繰り返し、ミニ染色体（oriC 環状 DNA）分子の指数増幅が達成される。酵母でも染色体複製の

再構成研究が進んでいるが(Yeeles et al., 2015 Nature)、細胞周期制の再現の必要などもあり、その

サイクル完全再構成には遠い。大腸菌が圧倒的に先頭を進んでいる。 

大腸菌研究の真髄は、このような試験管内再構成系／生化学反応系にあるとも言える。例えば、

染色体複製では、既に 1984 年に、A. Kornberg らによって開始から伸張段階までのプロセスが再

構成されている(Kaguni & Kornberg 1984 Cell)。また、RNA ポリメラーゼホロ酵素による転写反

応も、関連する多くの制御因子の効果とともに生化学的解析が進んでいる。翻訳反応も精製因子

によって再構成され、PURE System として反応キットが市販されているほどである(Shimizu et al., 

Nat. Biotec. 2001)。他にも、ミスマッチ修復系や、相同組み換え、複製開始制御など、大腸菌ゲ

ノム動態にまつわるあらゆる反応系が試験管内で再構成されている。 

 

２．研究の目的 

「全てのシステムが再構成されているならば、それらを統合することによって、もっと高次な、

生きている細胞により近い振る舞いを試験管内に再現できるのではないか？」という考えに至

った。そのような研究は未だ報告はなく、ゲノム複製サイクルの完全再構成を世界で唯一成し遂

げた我々ならではの独自の提案である。具体的には、複製サイクル再構成系における in vitro の

ゲノム分子（あるいは人工ミニ染色体）の振る舞いを、各システムを融合していくことによって

in vivo の振る舞いに近似していく。本研究の目的は、このような統合再構成によって「ゲノム動

態の試験管内再現」というゲノム機能解明のための全く新しいアプローチを提案するとともに、

それによって従来の in vivo 解析では見出されてこなかったゲノム機能の新たな側面を見出して

いくことである。 

 

３．研究の方法 

複製サイクル再構成系（RCR）を基盤に、転写・翻訳、DNA 修復、複製周期制御、核様体など

の様々な要素の導入を検討した。さらに従来用いていたプラスミドサイズの環状 DNA だけでな

く、1Mb レベルのゲノムサイズ環状 DNA を用いた検討も進めた。 

 

４．研究成果 

 複製サイクル再構成系（RCR）への転写・翻訳反応の組み込み 

鋳型環状 DNA からの複製遺伝子群の転写・翻訳に依存して複製サイクルが駆動する系を構

築した。この系においては、転写装置と複製装置の衝突が考えられた。そこで大腸菌内で衝

突を回避に機能することが知られている幾つかの分子機構を導入したところ、より効率的

に複製サイクルが進行するようになった（論文準備中、2022 年度 遺伝学会、細胞を創る研

究会、分子生物学会などで発表）。 

 

 複製サイクル再構成系（RCR）へのミスマッチ修復反応の組み込み 



RCR にミスマッチ修復機構を導入することで、複製エラーを抑制できることを示した（2021

年度 特許出願、論文準備中）。なお、もともと RCR における複製エラーは非常に低く、そ

の検出においては、蛍光タンパク質の遺伝子変異（エラー）により大腸菌コロニーの蛍光消

失を計測する系を構築し用いた。 

 

 複製サイクル再構成系（RCR）への複製開始制御機構の組み込み 

複製開始制御の主要なターゲットは複製タンパク質 DnaA と複製開始 DNA 領域 oriC であ

る。DnaA は RIDA と呼ばれる機構により不活性化の制御を受ける。oriC は DNA ヘミメチ

ル化を介した機構により機能制御を受ける。我々はこれら２つに機構を RCR に組み込むこ

とに成功し、複製サイクルの進行速度を制御できるようにした。なおこのために、複製サイ

クルの進行をリアルタイムで計測可能なリアルタイム RCR 技術を新たに開発した（論文準

備中）。 

 

 複製サイクル再構成系（RCR）をもちいたゲノムサイズ環状 DNA の増幅 

大腸菌染色体を三分割し、1-Mb からなる３つの分断染色体からなる大腸菌株を構築した。

この株から抽出した 1-Mb 分断染色体について、環状スーパーコイル分子としてその全長を

RCR によりセルフリー増幅することに成功した（Mukai et al., 2020, ACS Synthetic Biol.; Yoneji 

et al., 2021, NAR）。更にその後、2-Mb 分断染色体の全長増幅にも成功し、セルフリーでの DNA

増幅長の記録を更新した(Fujita et al., 2022, ACS Synthetic Biol.)。 
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