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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミニマムゲノム細菌JCVI-syn3Bを用いて、誘導プロモーター系などをテ
ストするとともに、未知遺伝子の機能を網羅的に解明する系を開発した。特に、遺伝子の特異的ノックダウンが
可能なCRISPR interference（CRISPRi）システムの導入に成功し、テトラサイクリン誘導プロモーター系が最も
効果的であることを確認した。このシステムを多数の未知遺伝子に適用し、遺伝子機能解析を行う基盤を確立し
た。これにより、ミニマムゲノム細菌の基本的な生命機能の全容解明に向けた重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tested inducible promoter systems and developed a system 
to comprehensively elucidate the functions of unknown genes using the minimal genome bacterium 
JCVI-syn3B. Specifically, we successfully introduced a CRISPR interference (CRISPRi) system capable 
of specific gene knockdown and confirmed that the tetracycline-inducible promoter system is the most
 effective. This system was applied to lots of functional unknown genes in JCVI-syn3B, establishing 
a procedure for gene function analysis. We obtained significant insights towards understanding the 
fundamental life functions of minimal genome bacteria.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の意義は、最小の生命システムを持つミニマムゲノム細菌において、未知遺伝子の機能を網羅的に解析す
る基盤を構築した点と、新たなバイオテクノロジーの発展に寄与する可能性がある点にある。特に誘導プロモー
ター系とCRISPRi技術を用いることで、遺伝子発現の精密な制御を可能にした。これにより生命の基本システム
を解析するための重要なツールを提供し、生命科学の基礎研究に貢献することが期待される。加えて、ミニマム
ゲノム細菌を用いた研究により、合成生物学において新たな応用の道を開く可能性がある。例えば、最小限の遺
伝情報で機能する細胞を設計することで、効率的な生産システム等の開発につながることが期待される。

※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 
近年作成された「ミニマムゲノム細菌」は、必須遺伝子もしくは準必須遺伝子のみを残したゲ

ノムを持つ細菌であり、473 遺伝子（531 kbp）のみを持つ（1）。もうこれ以上の遺伝子の削減
は困難であることから、「細胞が生存するためにはどんな遺伝子や細胞機能が必要なのか」とい
った問いに答えることができ、「生命機能の根幹」の理解に貢献すると期待された。しかし驚く
べきことに、この 473 遺伝子のうち 149 遺伝子（31.5 %）が機能未知遺伝子であることが分か
り、細菌が持つ遺伝子の機能についてあまり理解が進んでいない現状が浮き彫りとなった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、近年作成された「ミニマムゲノム細菌」を用い、その機能未知遺伝子の機能を網羅

的に解明することで、生物にとって必須な基本システムの全容を解明することを目的とする。こ
れにより、生命の最少システムの定義と、生命システムのより深い理解を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究ではミニマムゲノム細菌を用いた機能未知遺伝子の機能解析を目指し、いくつかの段

階に分けた検討を行った。 
 
ミニマムゲノム細菌はいくつかのバージョンが存在する

が、本研究では、JCVI-syn3.0 に 19 程度の遺伝子を追加する
ことにより細胞形態が比較的均一となったJCVI-syn3Bを用い
ることとした（1, 2）ミニマムゲノム細菌で使用可能な遺伝
子操作系のテストおよび導入と、その検証を行った。ミニマ
ムゲノム細菌は、米国ベンター研究所で作成された JCVI-
syn3B を用いた（1）。生育および形質転換には SP4 培地を用
い、液体培地と固形アガー培地を用いた。SP4 培地にはウシ血
清（fetal bovine serum: FBS）が 17%の濃度で含まれる栄養
豊富な培地であり、JCVI-syn3B の生育をサポートすることが
知られている（1）。ミニマムゲノム細菌の形質転換法は、PEG
を用いて細胞融合を誘導する方法を用いた。形質転換に用い
るプラスミド系は、大腸菌で増幅し調整できるプラスミドで
あり、かつ、Cre-lox recombination により遺伝子断片を
JCVI-syn3B のゲノム中に挿入できる「Landing pad プラ
スミド」系を用いた。この方法は、プラスミド上にコード
されている Cre recombinase の発現により、プラスミド
上の LoxP 配列とゲノム上の LoxP 配列との間で組換えが
起こることを利用し、プラスミド上の任意の遺伝子配列
をゲノムに組み込むことができる手法である（3, 4）。な
おこのプラスミドは、ミニマムゲノム細菌 JCVI-syn3B の
細胞内においては複製しない。大腸菌における耐性マー
カーはゼオシン、JCVI-syn3B 組換え体の選抜にはピュー
ロマイシン耐性遺伝子を用いた。 
 
任意のタイミングで遺伝子発現を誘導するための誘導

プロモーター系は、以下に述べるように、テトラサイクリ
ン誘導プロモーター系（Tet リプレッサー系）とセオフィ
リン誘導プロモーター系（リボスイッチ系）の 2 種類を
用いた。CRISPRi のための dCas9 遺伝子（ヌクレアーゼ部
位に変異を持ち、ゲノムの切断を誘導しないが、ゲノムに
結合して転写を阻害するもの）は、マイコプラズマのコド
ンに最適化された配列を使用した。特に、トリプトファンをコードする箇所を UGA コドンに変更
した。これにより、dCas9 遺伝子はマイコプラズマ内においては正しく翻訳されるが、大腸菌等
ではストップコドンの挿入により正しいサイズの dCas9 が翻訳されないため、dCas9 に起因する
生育阻害などの不具合が生じないようにした。 
 
4. 研究成果 
本研究により、ミニマムゲノム細菌における遺伝子機能な解明に向けた系の開発および、多く

の知見を得ることができた。 
まずミニマムゲノム細菌で使用可能な遺伝子操作系を導入し、その効果を検証した。まず、遺

伝子の特異的ノックダウンに有効とされる CRISPR interference（CRISPRi）の導入をテストす



ることとした。CRISPRi は、特定の遺伝子の発現を狙ったタ
イミングで抑制することができるため、遺伝子機能解析にお
いて非常に有用と考えられた。必須遺伝子はノックアウトが
不可能であり、また常時ノックダウンされると菌体の増殖に
影響を与えると予想されるため、発現のオン／オフを行う誘
導プロモーター系も併せて検討した。テトラサイクリン誘導
プロモーター系（Tet リプレッサー系）とセオフィリン誘導
プロモーター系（リボスイッチ系）をミニマムゲノム細菌に
導入し、その特異性や発現量、非誘導時の発現リーク量、ま
たターゲット遺伝子による差異などを検証した。その結果、
事前に得られていた情報と同様に、テトラサイクリン誘導プ
ロモーター系がミニマムゲノム細菌において最も効果的であ
ることが分かった。また複数の遺伝子をターゲットとしたノ
ックダウンを行い、ターゲット遺伝子の mRNA 量が有意に減少
および、細胞の増殖抑制が確認された。 
 
次にこの手法を多くの遺伝子に拡張し、多くの遺伝子をタ

ーゲットとした CRISPRi システムの開発を行った。これによ
り、より包括的な遺伝子機能解析が可能となると期待される。
ターゲットした遺伝子は、主にミニマムゲノム細菌がもつ機
能未知遺伝子を選んで設計を行った。ゲノム上にコードされ
る遺伝子に対する網羅的なガイド RNA の選定、CRISPRi プラ
スミド上のガイド RNA 配列の合成とプラスミド構築、配列の
確認、構築したプラスミドを用いたミニマムゲノム細菌の形
質転換と、ゲノムへの組換えによる遺伝子挿入、などの一連
の研究を遂行した。その結果、ほぼすべての遺伝子に対して
ノックダウンできる系の開発に成功した。構築の途中で、予
期せぬ変異が CRISPRi プラスミドへ挿入されてしまうトラブ
ルが多発し、それらの原因を追究したところ、変異の大半は PCR に起因するエラー挿入であるこ
とが判明した。このトラブルを解決するため、複数の試行錯誤を行った。その結果、なるべく PCR
を経ない手法を開発し、またプラスミド構築の際にどうしても PCR を経る際にはその増幅長を
短くする方法を用いることとした。 
 
多くの遺伝子に対する特異的ノックダウン系が完

成したため、それらの細胞を増殖させ、対数増殖時に
テトラサイクリンを追加することによって CRISPRi
を誘導し、誘導後の細胞の形態変化や生育速度の詳細
な解析を行った。その結果、いくつかの遺伝子におい
ては菌体の生育阻害が起こる一方で、細胞状態が大き
く変化しない菌株もあることがわかった。 
 
本研究の成果に基づき、今後も多数の遺伝子に対し

て CRISPRi 技術を適用し、ミニマムゲノム細菌の遺伝
子機能解析を進めていく予定である。これにより、生
命の基本システムの全容解明に向けたさらなる進展
が期待される。 
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