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研究成果の概要：病原細菌の全ゲノム配列解読から、毒素薬剤耐性などの病原性因子がしばしば動く

遺伝子に担われていることが明確になり、細菌感染の理解と制御には遺伝子の伝達過程の解明が不可

欠となった。細菌自身が備える遺伝子導入を排除する機構として、制限修飾系とゲノム識別DNA分解

酵素がある。前者は、自己遺伝子の維持を宿主細菌に強制する寄生遺伝子であるが、他のキラー・ア

ンチキラー同様の自己強制維持機構を持つことを示した。また、この強制自己維持作用への細菌側の

応答として、細菌からヒトまで保存されている相同組換え機構が貢献していることを示し、更に複数のタ

ンパク質から構成される組換え機構の初期反応を試験管内で再構成することに、世界で初めて成功し

た。 
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１．研究開始当初の背景 
病原細菌の全ゲノム配列解読から、毒素薬剤
耐性などの病原性因子がしばしば動く遺伝
子に担われていることが明確になり、細菌感
染の理解と制御には遺伝子の伝達過程の解
明が不可欠であることが明らかになった。細
菌自身が備える遺伝子導入を排除する機構
として、細菌の世界に広く存在する制限修飾
系がある。制限修飾系は自己の目印（メチル
化）のないDNAを切断する。制限修飾系が細
菌ゲノムを攻撃した際には、それを修復する

のは外来遺伝子を排除する第２の機構であ
るゲノム維持ナノマシンである。この機能を
担うDNA分解修復酵素は、自己ゲノムを認識
して選択的に修復する仕組みであり、病原遺
伝子の有無とは別に病原細菌グループのゲ
ノムレベルでのアイデンティティーを規定
する。 
 

私はこれまで、制限修飾系遺伝子が外来DNA

の侵入を防ぐばかりでなく、ホストゲノムを

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2007－2008 

課題番号：１９７９０３１６ 

研究課題名（和文） 病原性薬剤耐性等の遺伝子の導入に対して細菌が備えるバリアーと細菌

の生死 

研究課題名（英文） Barrier for transfer of foreign DNA stretch from environment to 

prevent break-out of new pathogenic bacteria 

研究代表者 

半田 直史（HANDA NAOFUMI） 

東京大学・大学院新領域創成科学研究科・特任助教 

 研究者番号：００３９６８５５ 

 



 

 

攻撃して、自己の維持をホスト細菌細胞に強

制する、いわゆる「利己的な遺伝子」として

振舞うことを証明してきた（Handa and 

Kobayashi 1999）。すなわち、制限修飾系は単

にホスト細菌のためにある道具ではなく、ホ

スト細菌を攻撃するが故に存続する。この仮

説は、制限修飾系の認識配列の多様性をうま

く説明した（Kusano et al. 1995）。染色体に

挿入した制限修飾系遺伝子をそれと相同な

DNAで置き換えようとすると、大規模な染色

体再編（Handa et al. 2001）、あるいは爆発

的な自己増幅が起こることを観察した

（Sadykov et al. 2003）。細菌がもつ単独メ

チル化酵素（Dcm）が、同じ認識配列を持つ制

限修飾系（EcoRII）の攻撃を防ぐ「ワクチン」

として機能することを証明した（Takahashi 

et al. 2002）。制限修飾系が、ホスト染色体

を攻撃するのに対して、細菌のもつ相同組換

え機構（RecBCD経路）が抵抗していることを

証明した（Handa et al. 2000）。ある種の制

限修飾系の働きは、バクテリオファージが持

つ二本鎖切断修復に特化した組換え機能によ

って抑えられること、宿主である細菌が持つ

RecBCD組換え機能では反対に促進されること

から、制限修飾系-ファージ-宿主（RecBCD系）

の三つ巴の競争関係を示した（Handa and 

Kobayashi 2005）。染色体・プラスミド分配機

構をめぐっても、制限修飾系とホストのかけ

ひきが推測される。 

第２の外来ＤＮＡ排除機構であるゲノムの

ID配列に関して、RecBCD酵素に生じた変異に

よって、自己のID配列が変化する場合を世界

で初めて報告した（Handa et al. 1997）。こ

れはゲノムの ID配列によって細菌の種を定

義するならば、種分化の瞬間とも言える。こ

の変異 RecBCD酵素-変異カイ配列の関係は、

アメリカのグループと協力して生化学的解析

を行った（Arnold et al. 2001、Handa and 

Kowalczykowski. in press）。染色体の二本鎖

切断が実は頻繁に生じていることを、パルス

フィールドゲル電気泳動の高感度な実験によ

って観察した（Handa and Kobayashi 2003）。

これは、自己ゲノム中に侵入 DNA配列がある

かをパトロールするのに重要なのだろう。

RecBCD酵素がDNA上を移動しながらカイ配列

に出会う過程は、１分子レベルでリアルタイ

ムに観察することに成功した（Cell 2003、Mol 

Cell 2005）。そこでは、RecBCD酵素が ID配

列を認識するとそこで一時停滞し、その後減

速して進むことが初めて明らかにされた。こ

の停滞が、細菌の種を越え、遠縁のグラム陽

性菌である枯草菌（Bacillus)でも成り立つこ

とを生化学的に示した（Chedin et al. 2006）。

自己ゲノムの認識機構の理解は、細菌のアイ

デンティティーの理解であり、「病原細菌」と

いう言葉の内実を問う問題でもある。つまり、

「ゲノムの ID配列によって規定される細菌

のグループ」の一部が、「病原性遺伝子」を得

ることによって、「病原細菌」が成立するとい

うモデルである。 

これまで、制限修飾系の消失によって、細

菌に細胞死がプログラムされることを証明し

てきたが、「プログラム細胞死」が、これまで

細菌の「ストレス応答」として理解されてき

た様々なプロセスのひとつの面なのかもしれ

ない。高等生物のプログラム細胞死では、プ

ロテアーゼの関与が明らかにされている。細

菌でも、プラスミドの自己維持強制の遺伝子

から、毒素と解毒剤が発現され、遺伝子が細

胞から喪失すると、解毒剤がプロテアーゼに

よって分解され、毒素が働いて細胞死をおこ

す。実際、Ｉ型の制限酵素である EcoKIにつ

いて、Ｃｌｐプロテアーゼによる制御が報告

されている。 
 
２．研究の目的 
これまでに明らかにされた300種を越える病

原細菌ゲノム全配列決定、とくに近縁細菌ゲ

ノムの比較から分かるのは、病原性・薬剤耐

性といった性質が、「ゲノムアイランド」など

「動く遺伝子」に担われていることである。

細菌の世界では、外来遺伝子の取り込みが頻

繁であり、単純化すれば、「非病原細菌」ゲノ

ムが、外来遺伝子を受け取ることによって「病

原細菌」に変貌すると言える。 

細菌はこのような外来DNAの侵入を食い止

める機構を備えており、それによってゲノム

の恒常性を維持しようとする。この過程を理

解することによって、病原性遺伝子の伝達を

コントロールすることが可能になるだろう。

侵入阻止の機構としては、以下のように、DNA

エンドヌクレアーゼによる制限修飾系と、DNA

エクソヌクレアーゼによるゲノム維持ナノマ

シンが知られており、それらは互いに関係し

ている。 

制限修飾系は、DNAの修飾（メチル化）の有

無を見分けて、修飾を受けていないDNAを切断

することで細菌ゲノムへの侵入を防ぐ。また、

細菌がもつゲノム維持ナノマシであるDNAエ

クソヌクレアーゼV（大腸菌ではRecBCD酵素）

は、その強いDNAエクソヌクレアーゼ活性によ

って侵入してきたDNAをその末端から分解す

る。つまり、このシステムでは、DNAの末端さ

えあれば自身の染色体DNAをも分解しはじめ

る。ところが、このRecBCD酵素は、ある短い

DNA配列（大腸菌ではカイ配列と呼ばれる８塩



 

 

基、5’-GCTGGTGG）に出会うと、分解のモー

ドが変化して3’端をもつ一本鎖DNAを残し、

RecAタンパク質に引渡して組換え修復を開始

させる。すなわち、このゲノム維持酵素は、

ゲノムのＩＤ配列に出会うことによって、DNA

の破壊から修復へとスイッチし、それによっ

て似ていない外来DNAの侵入を防いでいる。こ

れらの過程を解明する事によって、病原性薬

剤耐性遺伝子の伝達のレベルで細菌感染をコ

ントロールするだけでなく、細菌の生死を直

接コントロールする道が開かれるだろう。 
 
本研究では、制限修飾系のホスト細菌攻撃

に対する細菌の生死の選択を理解するために、

プログラム死への経路を明らかにすることを

目的とする。制限修飾系が仕組む「プログラ

ム細胞死」の機構の詳細について解析する。

また、制限修飾系による細胞死は、制限酵素

がゲノムDNAを攻撃する、すなわちDNA二本

鎖切断が引き起こす細胞死であるので、これ

への応答としての相同組換え機構の解析を行

う。特に、これまで二次的な経路と考えられ

てきたRecF相同組換え経路については、より

詳細な検討が必要であると考えられる。なぜ

なら、RecF経路は細菌からヒトまで保存され

ている相同組換えの経路であり、染色体切断

からＤＮＡ修復による再生の過程を理解する

ために、この経路の DNA二本鎖切断への応答

を検証することが不可欠だからである。 
 
３．研究の方法 
（1）制限修飾系の攻撃に対するホスト細菌側

の応答 

① 制限修飾系のプログラム細胞死をコント

ロールする修飾酵素の安定性 

一般的なプラスミド安定化機構として知られ

るキラー・アンチキラー型遺伝因子において

は、キラー遺伝子産物に対してアンチキラー

遺伝子産物が不安定であることが重要である。

制限修飾系においては、タンパク質自身の安

定性には差が見られなかった（Ichige and 

Kobayashi J. Bacteriol 2006）。アンチ・キ

ラーがより不安定であれば、制限修飾系遺伝

子の安定化機構はより強固なものに変化する

と考えられる。この仮説を検証するために、

あえて弱められた変異を持つ修飾酵素と野生

型制限酵素遺伝子のペアを作成し、そのとき

の細胞死の様子を観察する。また、ここでも

プロテアーゼの関与の可能性があるので、上

に挙げた種々のプロテアーゼ変異を組み合わ

せる。 
 
② 制限修飾遺伝子によるプログラム細胞し

へのRecF組換え経路の応答 

制限修飾系遺伝子の「利己的な」細胞死誘導

に対して、宿主の組換え経路が抵抗している

ことを報告している（Handa et al. 2000）。

しかし、大腸菌では中心的なこの組換え機構

は、実は多くのほかの細菌はもっていない。

それに対し、別の二次的だと信じられてきた

組換え経路は、よく保存されており、制限修

飾系遺伝子の分布ともよく合っている。そこ

で本研究では、代表的な制限修飾系遺伝子で

ある EcoRI系の細胞死誘導に対する、大腸菌

のRecF経路の貢献を実験的に確かめる。RecF

相同組換え系は、これまで一本鎖 DNAギャッ

プの修復をするとされてきたが、二本鎖切断

をも修復できることを、精製したタンパク質

を用いた、試験管内再構成実験で確認する。 
 
（２）新規制限修飾系の発見とその生物学機

能の考察 

① 超高熱細菌から単離された新規PabI制限

修飾系 

私たちの研究室で、ゲノムコンテキスト比較

法を用いて同定した新規の II型制限修飾系

であるPabI（Ishikawa et al. 2005）につい

て、その解析を進める。制限酵素については、

先の論文で報告しているが、解析がされてい

ない修飾酵素について、遺伝子をクローンし

てタンパク質を発現・精製し、その特徴を生

化学的に調べる。これが超高熱細菌由来であ

ることを考慮して、特に熱耐性とメチル化能

の関係について解析したい。遺伝子を失うよ

うな場合に、宿主細菌を DNA切断によって殺

してしまう、「利己的な」制限修飾系遺伝子と

しての振る舞いを実験室で観察したい。 

 

（３）I型制限修飾系の振る舞い 

① I型制限酵素の精製 

I型制限修飾系は、私たちが主張するような、

典型的な「プログラム細胞死」現象を起こさ

ない。これは、非メチル化ターゲット配列に

結合しても、そこですぐに DNAを切断するわ

けではなく、そこからDNAを「たぐって」、他

の分子と邂逅したところで切断するという機

構のせいかもしれない。以前私は、同様の作

用機構をもつ III型制限酵素について、DNA

複製の関与を示していた（Handa and 

Kobayashi 2005）。そこで、DNA複製とI型制

限酵素の関係をより詳細に調べることを目的

として、I型制限酵素を精製する。 

 

② 複製フォーク擬似基質を用いたI型制限

酵素切断実験 

I型制限酵素は、非メチル化ターゲット配列



 

 

を認識すると、そこにとどまり DNAを「たぐ

る」。その際、複製フォークに追いつくことが

予想され、もしそこで切断が起これば、これ

はゲノム構造を破壊してしまうだろう。上で

精製した I型制限酵素を、長い腕をもつ複製

フォーク様の基質と反応させて、その切断活

性を調べる。この実験により、新しい機能を

見出すことができれば、I型制限修飾系の存

在意義を問えるかもしれない。 
 
４．研究成果 
(1) 制限修飾系は他のキラー・アンチキラー

遺伝子同様、自己の維持を細菌に強制する寄

生遺伝子である。プラスミド安定化機構とし

て働くことが知られるキラー・アンチキラー

型遺伝因子においては、キラー遺伝子産物に

対してアンチキラー遺伝子産物が不安定であ

ることが重要であることが分かっている。制

限修飾系では、アンチキラーが不安定という

ことは確認できていないが、弱められた変異

を持つ修飾酵素（アンチキラー）と野生型制

限酵素（キラー）遺伝子のペアでは、制限修

飾系による細胞死が顕著に現われ、野生型の

制限修飾系以上にプラスミドの安定化を増強

した。これは制限修飾系が、他のキラー・ア

ンチキラー同様の自己強制維持機構を持つこ

とを強く示唆する（J. Bacteriol. 2008）。 

 

(2) 超高熱細菌であるPyrococcus abyssから
制限修飾系遺伝子をゲノムコンテキスト比較

から同定した。制限酵素についての解析をこ

れまでに行ってきたので、対となる修飾酵素

の生化学的特徴を調べた。これは、これまで

に知られているDNAメチル化酵素の中で、最も

高温で配列特異的なメチル化活性を示した

（Proceedings of International Symposium 

on Extremophiles and Their Applications 

2007）。 
 
(3) I型の制限酵素は、特定のDNA塩基配列を
認識しても、そこでDNAを切断しないでDNAを
「たぐる」。そして、別の酵素分子に邂逅す
ると、そこでDNAを切断する。私たちは、こ
の不思議な現象が正常なDNA複製をモニター
し、異常があれば複製フォークを切断してゲ
ノムの、あるいは細胞の生死をコントロール
する事を示唆する実験結果を得た（nucleic 
Acids Res 2009）。 
 
(4) II型制限酵素が、その遺伝子を失った細
菌のゲノムを切断して殺してしまう「分離後
宿主殺し」に関して、その細胞死への抵抗手
段として、細菌から高等生物まで広く保存さ
れているメディエーター組換え経路（RecF経

路 ） が 重 要 で あ る こ と を 示 し た
（Microbiology 2009）。 
 
(5) 多くのタンパク質が同時に働くことが
遺伝学的な解析から知られていた、この大腸
菌のRecF経路が二本鎖DNA切断を修復する様
子を観察することに、試験管内再構成実験で
初めて成功した（Genes Dev 2009）。 
 
(6) 最近では、タンパク質に蛍光の「タグ」
を付けて、その細胞内での挙動を調べたりす
ることが多くなっている。しかし、気をつけ
なくてはいけないのは、この蛍光タグの付加
によって、タンパク質が不活性化したり、本
来とは異なる働きをするかもしれないこと
である。相同組換えで中心的な役割を担う
RecAタンパク質は、蛍光タグを付けると不活
性化されることが知られていた。そこで私た
ちは、活性が向上している変異型のRecAタン
パク質に蛍光タグを付けることで、機能を維
持した蛍光RecAタンパク質を作成すること
に成功した。これについて細胞内での挙動を
遺伝学的に、タンパク質の性質を精製した蛍
光RecAタンパク質を使って生化学的に解析
した。その結果、このタンパク質が以前解析
された別の活性が弱められるタイプの変異
型RecAの特徴とよく似ていた（J. Biol. Chem. 
2009）。 
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