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研究成果の概要（和文）： 超好熱菌 Thermococcus kodakarensis の高い形質転換効率に着目

し、ゲノム DNA を用いて大規模な DNA 組換えを試みた。ウラシル・トリプトファン要求性

を示す宿主を用いてこれらの要求性の解除を指標に形質転換体の選択を行った。野生型 T. 
kodakarensis のゲノムを用いた場合には目的の組換え株が容易に得られた。近縁の超好熱菌ゲ

ノムを用いた場合は、ゲノム DNA 供与体の短い DNA 断片を予め挿入した T. kodakarensis
を宿主とした場合に組換え株が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：  Focusing on the high transformation efficiency of the 
hyperthermophilic archaeon Thermococcus kodakarensis, we explored the possibilities of 
performing wide-scale DNA recombination. Mutant strains displaying uracil or tryptophan 
auxotrophy were used as host cells, and selection was based on their prototrophy. We were 
able to obtain prototrophs using the genomic DNA of wild-type T. kodakarensis. By 
inserting a small DNA fragment from the DNA donor beforehand, we were able to obtain 
transformants using genomic DNA from other hyperthermophiles. 
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１．研究開始当初の背景 
 我 々 は こ れ ま で に 超 好 熱 始 原 菌
Thermococcus kodakarensis を宿主として
超好熱菌としては世界初となる遺伝子破
壊・挿入系を開発してきた（T. Sato et al., J. 
Bacteriol., 185, 210-220 [2003]、T. Sato et 
al., Appl. Environ. Microbiol., 71:3889-3899 
[2005]）。本菌における形質転換には塩化カル

シウム法などの処理を必要としないことか
ら、外来 DNA の取り込みおよび相同的組換
えが比較的高い確率で起きると考えられる。 
 これまでの遺伝子工学技術では単一の遺
伝子もしくは少数遺伝子から構成される単
一の代謝経路をクローニング・導入するのが
通常であったが、本研究ではT. kodakarensis
の高い DNA 取り込み能および組換え能に着
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目して、他種生物由来のゲノム規模の DNA
を T. kodakarensis ゲノム内に組み込む「ゲ
ノム組換え」に挑戦する。ゲノム組換えの成
否は T. kodakarensis の「ゲノム不安定性」
と「非相同的組換えの起こりやすさ」に依存
し、本研究ではそれらに対する知見も得たい。
もしゲノム組換えが可能であれば従来は非
現実的であった他生物由来の複雑な生命機
能を付与した微生物（T. kodakarensis）の創
生が可能となる。また現在では、DNA シー
ケンシングの発達により様々な生物のゲノ
ム解析が進み莫大なゲノム情報が蓄積して
いるため、ゲノム供与生物の選択や組換え後
の解析が容易である。 
 技術開発の面から見ても、これまでに gene 
sequencing が genome sequencing へと発展
してきたように gene cloning に対応する
genome cloning（metabolome cloning）、gene 
shuffling に対応する genome shuffling とい
う合成生物学における新しい手法を開拓で
きる可能性がある。また学術的な面から考え
ると、本研究で目指すゲノム組換えやそれに
伴ったゲノム再編の過程そのものが、生物の
多様化と進化のメカニズムと関係している
可能性もある。今まで生物の多様化（進化）
は微少変異や少数遺伝子の水平伝播が蓄積
することにより進んできたというのが通説
であるが、もしゲノムレベルでの組換えを実
証できればこの概念が大きく変わる可能性
も出てくる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では T. kodakarensis の高い DNA
取り込み能および組換え能に着目して、他種
生 物 由 来 の 巨 大 DNA 断 片 を T. 
kodakarensis ゲノム内に組み込む「ゲノム組
換え」に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
 これまでに T. kodakarensis KU216 (Δ
pyrF), KUW1 (ΔpyrF, ΔtrpE), KUWH1 
(ΔpyrF, ΔtrpE, ΔhisD)の 3 種の宿主を作
製しており、KU216; pyrF および KUW1; 
pyrF+trpE の組み合わせについては選択マ
ーカーとして既に汎用されるレベルにある。
よって pyrF, trpE, (hisD)を有する他生物由
来ゲノムを T. kodakarensis に挿入してウラ
シル要求性やトリプトファン要求性（ヒスチ
ジン要求性）などの栄養要求性を指標に他種
生 物 の ゲ ノ ム が 組 み 込 ま れ た T. 
kodakarensis を選抜した。 
 栄養豊富な天然培地 ASW-YT 培地で培養
直後の pyrF 欠損株（KU216 や KUW1 など）
は 1 代目の Ura− ASW-AA 液体培地（合成培
地）ではピリミジン類の持ち込みにより増殖
を示し、継代 2 代目から厳密なウラシル要求
性を示す。形質転換手法としては 1 step のス

クリーニングで形質転換体を取得できるこ
とが望ましいが、今回は大規模かつ非相同的
なゲノム組換えが起こる時間を与えるため、
緩やかに選択圧がかかる pyrF での選抜を優
先的に行った（pyrF > trpE）。また、1 箇所
の組換えではなく大規模な組換えを期待し
ていることから 2 つないし 3 つの選択圧を順
番、もしくは同時にかけることも効果的と考
えた。 
 超好熱菌を原始生命体であると考える説
もあり、原始地球上には超好熱菌のみが存在
した可能性もあることから、ゲノム供与微生
物も超好熱菌の中から選抜することとした。
超好熱菌の中でも T. kodakarensis にはない
生命機能を有する株、硫酸還元能を示す
Archaeoglobus fulgidus、酸素呼吸能を有す
る Pyrobaculum calidifontis などを最終目標
としている。 
 また、相同性が低いゲノム同士の組換えは
難 し い 可 能 性 も 考 え ら れ る た め 、 T. 
kodakarensis 自身や Pyrococcus furiosus、
Pyrococcus horikoshii などの比較的近縁の
ゲノムから段階的に試した。 
 
４．研究成果 
 まずゲノム DNA で形質転換を行って組換
えが起こる可能性とその際に必要なゲノム
DNA の量を検討した。これまでは基本的に 3 
μgのプラスミドDNAや linear DNAを用い
て T. kodakarensis の形質転換を行ってきた。
プラスミド DNAが約 6,000 bp としてゲノム
が約 2,000,000 bp なので同じマーカー遺伝
子 pyrF の分子数を確保するためには 333 倍
の約 1,000 μg が必要である。この量のゲノ
ム DNA を使用するのは現実的でないため、
まず KU216 宿主および pUDTrpE（pyrF マ
ーカーの trpE 破壊ベクター）を用いて形質
転換に必要な DNA 量を検討した。その結果、
0.03 μg でもウラシル要求性が相補された
PyrF+株が得られた。ただし増殖の起ち上が
りが 3 > 0.3 > 0.03 μg だったので DNA 量
は多い方が組換えが起こりやすいことが示
唆された。つまりゲノム DNA に換算すると
10～1000 μg 相当量の範囲内で組換えが起
き、多い方が良いことが分かった。抽出量の
限界も考慮して 1回の形質転換に使用するゲ
ノム DNA 量はプラスミドの 30 倍の 90 μg
に設定した。また、プラスミド DNA 0.03 μ
g でも形質転換が成功したことは改めて T. 
kodakarensis の DNA 取り込み・組換え能の
高さを示している。 
 次に KU216 を宿主として KOD1ゲノムを
用いて PyrF+株が得られるかを検討した。ま
ず T. kodakarensis KOD1 および KU216 の
ゲノム DNA を抽出した。プラスミド DNA
と異なりゲノム DNA の場合、細胞内に取り
込まれ難い可能性も考えられたため、塩化カ



 

 

ルシウム処理したものや、ゲノム DNA を予
め制限酵素処理して断片化したものでも形
質転換を行った。また、ネガティブコントロ
ールとして pyrF 遺伝子をもたない KU216
のゲノムでも形質転換を行った。その結果、
塩化カルシウム処理および制限酵素処理の
有無に拘わらず KOD1 ゲノムで処理したも
のは PyrF+株が得られ、KU216 ゲノムでは
得られなかった。 
 KOD1 ゲノムで形質転換を行って得られ
た PyrF+株集合体からゲノム DNA を抽出し
て遺伝子型を PCR により解析した。その結
果、pyrF 部位で組換えが起こり欠損が復帰
して KOD1 株の遺伝子型にもどっているこ
と が分か った。 これら の結果 から T. 
kodakarensis KU216 に お い て は T. 
kodakarensis KOD1 から抽出したゲノム
DNA 90 μg を用いて PyrF+株への形質転換
が可能なことが分かった。 
 次に近縁の超好熱始原菌のゲノムを用い
て形質転換・外来遺伝子の導入を試み、
Pyrococcus furiosus の場合を中心に報告す
る 。 近 縁 種 の Pyrococcus furiosus, 
Pyrococcus horikoshii, Crenarchaeota の
Pyrobaculum calidifontis のゲノム DNA を
抽出し、T. kodakarensis KU216 株を宿主と
して形質転換を行い、PyrF+株のスクリーニ
ングを行った結果、ウラシル要求性が解除さ
れた形質転換株は得られなかった。ゲノム
DNA 量、形質転換の条件、培養条件等を検
討したが、T. kodakarensis KU216 株への外
来 pyrF 遺伝子の導入は認められなかった。
そこで、P. furiosus の場合においては同菌の
比較的短いゲノム DNA 断片を予め T. 
kodakarensis KU216 株に挿入し、形質転換
を試みた。宿主株を構築するため、 T. 
kodakarensis KU216 株の Rubisco 遺伝子
(TK2290)上流のnon-coding領域または chiA 
遺伝子(TK1765)上に P. furiosus (Pfu)ゲノム
断片を導入した。PCR による確認や導入した
P. furiosus由来ゲノム断片周辺部位の塩基配
列を決定し、作製した株が全て目的の遺伝子
型を有することを確認した。さらに P. 
furiosus ゲノム上で pyrF 遺伝子を挟むよう
な２つの DNA 断片を、２つの断片間の距離
を変化させ、T. kodakarensis ゲノムに挿入
した。これらを宿主として、P. furiosus ゲノ
ムを用いて形質転換を行ったところ、PyrF+
株が得られ、それらのゲノム上に pyrF 遺伝
子を含む P. furiosus ゲノム断片が挿入され
ていた。 
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