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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、環状染色体を持つバクテリアを対象とし、ゲノム対称構造と複製効率の関
係性を解明することで、人工的に制御された複製機構を維持したゲノムデザインを目指した。その結果、情報学や遺伝
学などにおける様々な技術を横断的に用い、ゲノム構造が複製挙動に与える影響を詳らかにし、ゲノム構造の観点から
バクテリアゲノムの進化を議論する事で、複製効率を視野に入れた人工ゲノムのデザインへの足がかりを築き上げる事
に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, about a bacteria harboring circular chromosome, we set a goal to 
recognize the relationship between the genomic structure and replication efficiency, and design a 
bacterial genome by using various approaches in bioinformatics and genetics. As the results, first, we 
succeeded in constructing various mutants whose genomic structures were disrupted by inversion and 
dissection mutations in Bacillus subtilis, and developed a protocol for replication profiling method to 
observe the behavior of replication forks in cell. Using the mutants and methods, we cleared that the 
treatment of some gene factor enables to control the replication machinery.

研究分野： 合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
すべての生物に共通するセントラルドグマ
の一つであるゲノム複製は、生物の生命活動
や進化に大きく関わる機構であり、生物を生
物たらしめる定義の一つとして数えられて
きた。バクテリアの環状染色体には一対の複
製開始・終結点があり、ほぼ全てのバクテリ
アゲノムでそれらは対称に存在している。こ
の広い保存性は増殖効率との強い相関関係
を支持している。先行研究によって人工的に
ゲノム改変することで対称構造を崩した変
異体では、野生株よりも増殖効率が低下して
いる事が発表されている（Lesterlin,	 et	 al.,	 
2005;	 Kuroki,	 et	 al.,	 2008）。ところが、
ゲノムの非対称構造が複製を乱していると
示唆されながら、この対称構造と増殖効率の
相互作用は分子レベルで明白に理解されて
おらず、相関関係を裏付ける決定的な因果関
係は証明されていない。このメカニズムの解
明は人工的なゲノムデザインにおける最大
の問題を解決する事になる。人工ゲノムの構
築には主に三つの問題が提唱されており、そ
れぞれ（１）大規模な外来 DNA のクローニン
グ、（２）クローニングした DNA の安定維持、
（３）そして生物として機能するための複製
と言われている（Itaya,	 2013）。一つ目の
大規模な外来 DNA を挿入するには枯草菌を使
ったメガクローニング技術（Tsuge,	 et	 al.,	 
2003;	 Itaya,	 et	 al.,	 2008）が開発された
ことによって解決され、バクテリアゲノムを
全てクローニングする事に成功している
（Itaya,	 et	 al.,	 2005）。二つ目の外来 DNA
クローニング後の安定化には、枯草菌のゲノ
ムをベクターとする BGM（Bacillus	 subtilis	 
genome;	 Kaneko,	 et	 al.,	 2005）ベクターや、
それに基づいた Pr-cI システム（Kaneko,	 et	 
al.,	 2009）の構築によって解決された。と
ころが、最後の安定した DNA 複製に関する問
題は解決されていない。例えばシアノバクテ
リアゲノムを BGM ベクターにクローニングす
る過程において、数メガを越すサイズの DNA
を枯草菌ゲノムの片側に挿入すると、枯草菌
ゲノムの対称構造が崩れてしまい、そのキメ
ラ生物は正常に生育しない（Itaya,	 et	 al.,	 
2005）。そのため現状では、シアノバクテリ
アゲノムを分割して枯草菌ゲノムに挿入す
る事で対称構造を維持するという応急措置
がとられている。ところがこれでは、高機能
なバイオマテリアル精製のために必要とさ
れる連続した長鎖 DNA のクローニングに応用
する事ができず、さらには数カ所に分割して
挿入されていては、その DNA 領域を一括して
効率良く取り出す事ができず、ライブラリー
として機能できない。また、分子生物学の発
展に大きく寄与する事が期待されている最
小ゲノムなどの人工ゲノムを構築する研究
において、そのゲノム対称構造と複製機構の
関係性が不明瞭なままでは、革新的なゲノム
デザインを行なう事ができない。そのため、
ゲノム対称構造と複製機構に関わる分子メ

カニズムを明らかにし、複製の乱れの原因を
探求する必要が有る。ところが、これまで分
子レベルでの解決がされてこなかった主な
理由として、研究対象となりえる適切なモデ
ル生物が存在していない事と、複製機構を包
括的に観察するための検出方法が確立され
ていない事が挙げられる。 
ゲノム構造と複製機構の関係性を研究する
上で、それぞれの性質を持った対象生物を扱
う必要がある。一般的によく用いられている
大腸菌や枯草菌などのモデル生物では、増殖
効率が高く、ゲノム対称構造は近縁種間でも
強く保存されている。ところが、ゲノム対称
構造がくずれていると考えられているバク
テリアは全て非モデル生物であり、増殖効率
は高くなく、遺伝子操作技術も確立されてい
ない。さらにこれら複数の種を対象とする場
合、他種間比較をしなければならず、複製や
ゲノム構造だけに着目した解析は困難であ
る。また検出法に関して、本目的を達成する
為には、バクテリアゲノム上での局所的な複
製挙動ではなく、包括的な挙動を調査しなけ
ればならない。 
 
２．研究の目的 
以上をうけて本研究課題では、対象生物及び
検出法の不足という問題点を解決し、ゲノム
対称構造と複製効率の関係性を解明するこ
とで、人工的なゲノム構造の設計を目指す。 
	 
(1)	 大規模なゲノム改変株の構築 
ゲノム構造と複製機構の関係だけに差異を
持たせ、複製の乱れを比較解析する必要があ
る為、遺伝子の欠損や外来遺伝子の挿入をせ
ず、大規模なゲノム逆位及びゲノム分断を施
した変異株の構築を行なう。	 
	 
(2)	 複製プロファイル技術の確立 
複製プロセス中に起こる DNA コピー数差を大
量並列シーケンサーで検出し、複製挙動を包
括的に観察するための技術の確率を目指し、
複製挙動を的確に観測できる最適な条件検
討を行い、最適な DNA 量、抽出期、そして読
むべきリード数などを検証する。	 
	 
(3)	 複製機構の制御 
構築されたゲノム対称構造が崩れた変異株
に対して、複製挙動を観察し、株間の比較解
析から複製挙動の乱れに影響を与える因子
を特定し、複製挙動のデザインを目指す。	 
	 
３．研究の方法 
(1)	 大規模なゲノム改変株の構築 
ゲノム逆位株の構築には相同組換えと薬剤
マーカーを組合わせた ne-eoシステム（Toda,	 
et	 al.,	 1996）を、またゲノム分断株の構築
にはこの ne-eoシステムに加えて pLS20 プラ
スミドの複製開始領域を移植する事でゲノ
ムの一部領域を第二染色体化させる技術
（Itaya	 and	 Tanaka,	 1997）を用いる。これ



 

 

らの技術では既に対称構造を数キロレベル
で崩した逆位株や枯草菌ゲノム約 300Kbp の
分断株構築に成功している（Kuroki,	 et	 al.,	 
2008;	 Itaya	 and	 Tanaka,	 1997）。これら確
立された技術を用いて本研究課題では新た
に、対称構造を左右で大規模にずらした４株、
対称構造は崩さずに両側のリーディング・ラ
ギング鎖のみを逆転させた逆位株２株、そし
て両側それぞれで 1Mbp 近い領域を分断して
第二染色体化させる分断株２株、計８株の構
築を行う。	 
	 
(2)	 複製プロファイル技術の確立 
環状染色体を持つバクテリアでは対数増殖
期に複製開始点と終結点付近との間でゲノ
ムのコピー数に大きな差が生じる事が知ら
れており、そのコピー数の差を大量並列シー
ケンサーを用いて計算する事で、複製挙動を
包括的に観察する事が可能になる。複製プロ
ファイルと呼ばれるこの手法は既に酵母や
大腸菌で実証されており（ Müller	 and	 
Nieduszynski,	 2012）、研究代表者が行った
事前解析でも枯草菌ゲノムに適用できる事
が証明されていた（図 1）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
しかしながら、複製開始・終結点の位置関係
を明確に同定できる程の解像度はまだ得ら
れておらず、増殖速度によってその精度が異
なる可能性がある。そこでこの技術の精度及
び画一性に影響を与える可能性のあるパラ
メータとしてサンプリング時期、DNA 抽出量、
またシーケンスカバレッジなどが考えられ
るため、これらの条件検討を行う。まずサン
プリング時期の検討には誘導期から対数期、
定常期に至まで各増殖期でのゲノム DNA サン
プリングを行なう。また最適な DNA 抽出量を
求めるため、サンプル間の生菌数に合わせて
抽出するゲノム DNA 量を調整する。そしてカ
バレッジの検討には特色の異なる MiSeq、GS	 
FLX+、並びに Ion	 PGM など各種シーケンサー
を用いて、50x〜1000x といった様々なカバレ
ッジを読む予定である。以上約１０サンプル
のシーケンスは全て外注で行う。条件検討で
得られたプロトコルを基に、今後の複製プロ
ファイルを行なっていく。また複製プロファ
イルには大量のシーケンスデータを用いる
ため、大容量ストレージ及び解析サーバ、そ
して専門的なバイオインフォマティクス技
術が必要になる。そこで、本研究ではより簡
便に複製プロファイルを行なえる様、かかる
解析を全自動で行なうシステムの開発を行
なう。 

	 
	 (3)	 複製機構の制御	 
事前解析によってゲノム対称構造をくずし
た逆位株では、複製終結点がその転移先に移
動している事が観察された（図 1）。より詳
細な比較解析を行うため、新たに構築した逆
位及び分断株に対して、複製プロファイルを
用いて細胞内での複製挙動の観察を行う。ま
た先行研究から、複製の進行はゲノム上の
Ter 配列に囲まれた領域に阻害されると言わ
れている。そこで、複製プロファイルから in	 
vivoでその機構が機能している事を調べ、複
製挙動の乱れの原因を特定し、Ter 配列に結
合する事で複製フォークの進行を阻害する
rtp 遺伝子（非必須遺伝子）の欠損株を作成
する。これにより、ゲノム非対称構造と複製
機構との関係性理解、及び非対称複製挙動の
改善を目指す。ゲノム対称構造が崩れた変異
株であったとしても、複製の進行を阻害する
因子を取り除く事で、野生株に近い増殖効率
を持つと期待できる。増殖効率の変化は混合
培養及び Spizizen 最小培地による生存率比
較で検証する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 大規模なゲノム改変株の構築	 
複製とゲノム構造の関係性を理解するため
全てに先立ち、ゲノム構造のみが改変された
モデル生物の変異株構築を行った。対象種に
遺伝学的手法が確立されている枯草菌を用
い，ゲノム構造の改変には ne-eoシステムを
用いた．ne-eo システムとは相同組換えを利
用したゲノム逆位技術であり，プラスミドの
複製開始点を利用する事で対象領域を分断
後独自複製させる事で第二染色体化する事
も可能である．この技術を用いて研究代表者
は枯草菌の約 2Mbp に渡る逆位変異株 10 株と，
300-800Kbpの分断変異株2株の作成に成功し
た．	 
	 
(2)	 複製プロファイル技術の確立	 
次にゲノム全体の複製挙動を観察するため
の複製プロファイル技術の開発を行った。枯
草菌に適した条件を決定する為に、DNA コピ
ー数差が最も顕著に現れる増殖条件、抽出
DNA 量、シーケンス手法、そしてシーケンス
データの解析アルゴリズムの開発を行った。	 
シーケンシングは主に外注し，実験及びデー
タ解析は研究代表者が行った．	 
	 
(3)	 複製機構の制御	 
最期に複製挙動観察技術を用いて，構築した
ゲノム構造改変株の複製挙動を観察し，ゲノ
ム構造と複製挙動の関係性を理解する事が
できた．その結果，複製終結関連因子を利用
する事で，人工的に複製挙動を操作する事に
成功し，本研究成果を Journal	 of	 Molecular	 
Biology誌に発表した．	 
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図1：複製プロファイル結果例
複製プロファイルを枯草菌野生
株及び逆位株に適応し、複製挙
動を包括的に観察した例。共に
複製開始・終結点がそのカバレ
ッジの差で明らかになってい
る。また、ゲノム構造が非対称
になっている逆位株（下図）で
は、複製終結点が野生株（上
図）に対して大きくずれている
事がわかり、複製挙動の乱れが
観察される。
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