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研究成果の概要（和文）：原核生物が保有するDNAメチル化酵素のトランスクリプトーム制御能力を利用して細菌の形
質を操作する「エピゲノム育種」の確立を目指し、そのために必要な基盤情報を得た。特に、ピロリ菌の遺伝子ノック
アウトを用いた計画においては、特定のII型DNAメチル化系がトランスクリプトーム制御に関わり、酸化ストレス耐性
をなどの多面的な形質に影響を与えているという証拠を得た。また特定のDNAメチル化酵素の導入により大腸菌のトラ
ンスクリプトームを変化させることができることを発見した。

研究成果の概要（英文）：We obtained basic knowledge that contributes to ‘epigenome breeding’ wherein we 
manipulate bacterial phenotypes using transcriptome-modulation capability of DNA methyltransferases. We 
demonstrated that a Type II DNA methyltranferase in a H.pylori strain contributes to adaptive phenotypes 
through gene regulation. Furthermore we found that it is possible to modulate transcriptome of E. coli by 
introducing sequence-specific DNA methyltransferase genes to E. coli.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
増加する微生物ゲノム情報を生物育種へど
うつなげるかは現在大きな課題の一つとな
っている。ゲノム配列の詳細な比較解析から、
ピロリ菌をはじめとする病原細菌が DNA メ
チル化酵素の配列認識ドメインをコードす
る DNA 領域を頻繁に置換していることが明
らかになってきた。これは「微生物がゲノム
のメチル化パターンの切り替えによって、 
トランスクリプトーム状態を切り替え、環境
に適応する」という新しい適応進化のあり方
を示唆する。微生物のこの適応進化のメカニ
ズムを理解することができれば、DNA メチ
ル化酵素を利用して生物の形質を改変する
「エピゲノム育種」の実現が可能になると期
待できる。 
 
２．研究の目的 
エピゲノム育種実現に向けた基盤情報を得
るため以下の２点の目的を設定した。 
（１）既存のピロリ菌ゲノムにコードされて
いる配列特異的メチル化酵素は、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
いるという仮説を検証する。 
（２）外来性の DNA メチル化酵素遺伝子を
モデル大腸菌株に導入し、大腸菌のトランス
クリプトームの改変によって、形質を変化さ
せることができるかどうかを検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）先行研究から、すでに活性があること
が判明しているピロリ菌内の配列特異的メ
チル化酵素遺伝子の３つをノックアウトす
る。得られた変異体のトランスクリプトーム
の変化をイルミナの HiSeq2500 を用いた
RNA-seq法により評価する。変異体の基本的
な形質（増殖速度、低 pH 耐性、酸化ストレ
ス耐性）を実験により評価する。 
（２）メチル化標的配列が既知の DNA メチ
ル化酵素遺伝子を大腸菌に導入し、ゲノムメ
チル化状態を変化させた株を複数作成する。 
これらの株のトランスクリプトーム、基本的
な形質を上記と同様に評価する。 
 
 
4. 研究成果 
（１）ピロリ菌の DNAメチル化酵素： 
標準株が持つ異なるタイプ(I型、II型、III型)
の DNA メチル化酵素遺伝子または配列特異
性決定遺伝子のノックアウト株３株を作成
した。これらの株と野生株の対数増殖期トラ
ンスクリプトームを決定し、比較した。デー
タ解析には、BWA, samtool, BEDtool, HTseq
などの Linux プログラムや、TCC, GSVA, 
Pathviewなどの Rパッケージを用いた。リー
ドカバレッジデータとモチーフ位置の関係
を視覚的に把握するためのRのスクリプトを
作成した。 
	 どのノックアウト株においてもユニーク

なトランスクリプトームの変動は観察され
たが、比較的ピロリ菌集団に保存されている
II 型 DNA メチル化酵素遺伝子のノックアウ
ト株において、 も多くの遺伝子の発現変動
が観察された（図１）。 

発現量が変化した遺伝子が関与すると予想
された形質である酸耐性、酸化ストレス耐性
を実験によって評価したところ、本変異体株
において、両耐性の低下が認められた。 
 ノックアウト株に、メチル化酵素遺伝子を
再導入したところ、酸化ストレス耐性の回復
が認められた。これらのことから、特定の II
型メチル化酵素がピロリ菌の適応形質発現
に寄与していることが強く示唆される 。 
 
 

 
 
メチル化が転写に影響を与える機構を調べ
るため、発現変動が起きた遺伝子周辺でのモ
チーフの位置を調べたところ、プロモーター
領域内にメチル化モチーフが出現する例以
外に、転写開始地点よりも下流のオペロン内
部にモチーフが出現する例が見つかった（図
３）。オペロン内部のメチル化によって遺伝
子発現を調節可能であることを示唆する新
規的な知見である。 
現在 Pacbio シーケンサーを用いて野生株と

 
図１. 親株と変異体株の２群間比較での遺伝子発現
変動。各ドットは遺伝子を意味する。赤が統計的に

有意な発現変動を示した遺伝子。 
 

 
図２. II 型メチル化酵素遺伝子ノックアウト株における酸

耐性（左）、活性酸素耐性（右）の低下。右の実験は、希

釈したピロリ菌細胞懸濁液を塗抹した血液寒天培地の上

に、活性酸素誘導剤を含ませたフィルターを載せ、３日

間培養後、フィルターの周りに形成される生育阻止円の

大きさを調べたものである。 



 

 

作成済みの変異体のメチローム解読を進め
ている。結果が得られれば、モチーフのメチ
ル化レベルと遺伝子発現の相関を解明でき
ると期待出来る。 

 
(2) DNA メチル化酵素を用いた大腸菌の形
質操作: 

腸内細菌の可動遺伝因子由来で、標的配列が
既知の II型メチル化酵素、III型メチル化酵素
（8 種類）を大腸菌に導入し、ベクターのみ
を保有する大腸菌と、メチル化酵素を発現す
る大腸菌のトランスクリプトームを決定し
た。トランスクリプトームに影響を与えるメ
チル化酵素、影響を与えないメチル化酵素を
見出した。 
	 プレートリーダー内で成長させた大腸菌
培養液の ODデータと Rスクリプトを使用し
て、適応度や成長パターンをハイスループッ
トに評価できる解析法を確立した。 
	 上記の方法を用いて、 メチル化酵素遺伝
子の導入に際してトランスクリプトームに
影響が出た大腸菌の成長パターンを比較し
たところ、幾つかの培養条件において、メチ
ル化酵素遺伝子導入株に増殖パターンの変
化が確認された（図４）。 
	 大腸菌についてもプロモーター領域での
モチーフメチル化が、遺伝子発現に影響を与
える例がいくつか見つかった。今後その機構
の詳細を解明していくことで、望むトランス
クリプトーム状態をデザインする「エピゲノ
ム工学」の展開が可能になると期待できる。 
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図３. Ureオペロン内部のメチル化がモチーフ下流の
遺伝子発現に影響を与える。（上）RNA-seqリードの
カバレッジ黒：野生株、緑：ノックアウト株；（下）

ピロリ菌の遺伝子地図とモチーフの位置：横線、ORF; 
縦線、メチル化標的モチーフ内のメチル化部位。緑

の縦線がノックアウトしたメチル化酵素のメチル化

標的部位。水平線よりも上の縦線は top strand, 下の
縦線は bottom strandのメチル化部位。 

 
 

図４。メチル化酵素遺伝子を導入した大腸菌の増殖パ

ターンの変化. コントロール株は黒、メチル化酵素遺伝
子導入株はピンク、緑、赤で示す。トランスクリプト

ーム解析からフルクトース代謝系が活性化しているこ

とが判明した EcoP15メチル化系導入株では、フルクト
ース 小培地での細胞の増殖に正の影響が観察され

た。 
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