
�

�

�

#5	�
�4�
����

;5%��0:*
�1���
�/2�

�

��  � 2   ��

�

�

�

�

�

�

�

-01!1!'&!/26�

)5, �!38�)5, �!����

�

<9� 71�

�



�

�

�-01!."!$+(��

#5	�
�4�
����

;5%��0:*
�1���
�/2�

�

��  � 2   ��

�

�

�

�

�

�

�

-01!1!'&!/26�

)5, �!38�)5, �!����

�

<9� 71�

�



 i 

 目次 
 
図および表のリスト           ・・・v 

 

 

第一章 序論 
1.1. 順遺伝学と逆遺伝学          ・・・1 

1.2. ハイスループット化/大規模化         ・・・3 

  1.2.1. ミニマルゲノムプロジェクト 

  1.2.2. ゲノム融合 

  1.2.3. 微生物生産のためのコンビナトリアルゲノム工学 

  1.2.4. ゲノムリコーディング 

  1.2.5. 全ゲノムの人工合成 

1.3. 大規模ゲノム工学を可能にするゲノム工学手法      ・・・6 

  1.3.1. Bottom-up型の大規模ゲノム工学 

  1.3.2. Top-down型の大規模ゲノム工学 

  1.3.3. Bottom-up型ゲノム改変法の種類と特徴 

  1.3.4.トランスポゾンを用いるゲノム改変法 

  1.3.5.部位特異的リコンビナーゼ/インテグラーゼを用いる法 

  1.3.6. エンドヌクレアーゼを用いるゲノム改変法   

  1.3.7. Lambda-REDリコンビニアリング法 

  1.3.8. Multiplex Automatable Genome Engineering（MAGE:多重ゲノム工学法） 

  1.3.9. 2ステップ-リコンビニアリング法 

1.4. 本論文の概要                         ・・・16 

引用文献                    ・・・19 

 

 

 

 



 ii 

第ニ章 ヌクレオシドキナーゼを用いたネガティブ選択法 
概要                     ・・・25 

2.1. 緒言                    ・・・26 

2.2. 結果                    ・・・30 

 2.2.1. dP キナーゼ遺伝子のスクリーニング 

 2.2.2. hsvTKのゲノムへの導入 

 2.2.3. シングルコピーhsvTKのdPキナーゼ活性 

 2.2.4. hsvTK/dPを用いたゲノム組換え体のネガティブ選択 

 2.2.5. dPセレクションに要する時間 

 2.2.6. hsvTK/dPを用いたネガティブ選択法による遺伝子変異の増加 

 2.2.7. 選択カセット中のhsvTK遺伝子上に起こるPCRエラー由来の失活変異 

 2.2.8. hsvTKの変異失活による非組換え株（偽陽性）の発生 

2.3. 考察                    ・・・44 

 2.3.1. hsvTK/dPを用いた液操作のみによるゲノム組換え体のネガティブ選択の実現
 2.3.2. セレクションエスケープは全てon-site (hsvTK) 上の遺伝子変異が原因であった 

 2.3.3. dPによって組換え体にも変異が導入されるリスク  

2.4. 実験項                  ・・・46 

引用文献                   ・・・48 

 

 

第三章 ネガティブ選択におけるセレクションエスケープの低減 
概要                     ・・・53 

3.1. 緒言                    ・・・54 

3.2. 結果                    ・・・58 

 3.2.1. hsvTKのチミジンキナーゼ活性を用いたポジティブ選択（dTセレクション） 

 3.2.2. dTセレクションによるセレクションエスケープの低減 

 3.2.3. hsvTKとポジティブ選択マーカーの融合によるhsvTKのデュアル選択マーカー化 

 3.2.4. 融合マーカーを用いたネガティブ選択 



 iii 

 3.2.5. 融合マーカーを用いたポジティブ選択 

 3.2.6. APHカセットとの融合化によるセレクションエスケープの低減 

 3.2.7. hsvTKの直列重複によるセレクションエスケープの低減 

 3.2.8. hsvTKの入れ子型重複によるセレクションエスケープの低減 

3.3. 考察                    ・・・72 

3.4. 実験項                   ・・・73 

引用文献                    ・・・76 

 

第四章 微生物ゲノムの多段階かつ連続な改変法 
概要                     ・・・79 

4.1. 緒言                    ・・・80 

4.2. 結果                    ・・・82 

 4.2.1. 細胞数の調節によるPCR由来変異の除去 

 4.2.2. セレクションエスケープの発生によるゲノム組換えスキームの破綻 

 4.2.3. ネガティブ選択マーカー重複型の選択カセットを用いたゲノム組換えの連続実施 

 4.2.4. mrfp遺伝子の連続組換え 

4.3. 考察                    ・・・91 

 4.3.1. 組換え操作の連続実施における細胞数の調節の重要性 

 4.3.2. 本手法の適用限界 (1): 繰返し回数の上限 

 4.3.3. 本手法の適用限界 (2): ゲノム改変の種類 

4.4. 実験項                   ・・・93 

引用文献                    ・・・96 

 

第五章 イソプレノイド増産を目指した多段階かつ並列なゲノム編集 
概要                     ・・・99 

5.1. 緒言                    ・・・100 

5.2. 結果                    ・・・103 

 5.2.1. イソプレノイド増産を目指した4ラウンドの連続ゲノム編集 



 iv 

 5.2.2. 組換え株によるリコペン生産 

 5.2.3. 1-kbpを超える遺伝子の置換の試み 

5.3. 考察                    ・・・108 

5.4. 実験項                   ・・・109 

引用文献                    ・・・112 

 

第六章 結論 

6.1. 本研究の成果                  ・・・116 

 6.1.1. ヌクレオシドキナーゼと人工ヌクレオシドを用いたネガティブ選択法のゲノム工学
への適用 

 6.1.2. 液体操作のみで実施可能な多段階のゲノム工学法の確立 

6.2. 展望                    ・・・118 

 6.2.1. さらなるハイスループット化を目指して：長鎖DNAの挿入への対応 

 6.2.2. ミニマムゲノムプロジェクトの高速化 

 6.2.3. 微生物ゲノムの”まるごと書き換え”の可能性 

 6.2.4. “書き方（手法）”よりも”何を書くか（配列設計）”が問題である 

引用文献                    ・・・122 

 

 

付録 
1. 本研究で用いたプライマーのまとめ 

2. hsvTKとポジティブ選択マーカーの融合とその安定化 

  



 v 

図および表のリスト 
 
 
第一章 
Fig. 1.1 プラスミドの形質転換と選択マーカーを使った形質転換体の選択操作 
Fig. 1.2 ミニマムゲノムプロジェクトで作製された3つの欠損株のゲノム構成 
Fig. 1.3 遺伝子のコドン表 
Fig. 1.4 トランスポゾンを用いたゲノム改変法 
Fig. 1.5 リコンビナーゼ/インテグラーゼを介したゲノム改変法 
Fig. 1.6 Lambda-REDを介した組換えの推定メカニズム 
Fig. 1.7 MAGEサイクル 
Fig. 1.8 2ステップ-リコンビニアリング法の概要 
Fig. 1.9 本論文の構成 
Table 1.1 大規模ゲノム欠損の例 
 
 
 
 
第ニ章 
Fig. 2.1 遺伝子治療のために合成された合成ヌクレオシド 
Fig. 2.2 P塩基が形成する擬似ワトソン・クリック塩基対 
Fig. 2.3 dPキナーゼを用いたネガティブ選択（dPセレクション）機構 
Fig. 2.4 さまざまなヌクレオシドキナーゼを発現する細胞のdP感受性 
Fig. 2.5 lacZ座位へのhsvTK-catカセットの導入 
Fig. 2.6 hsvTK/dPが誘導する細胞死のdP濃度依存性 
Fig. 2.7 hsvTK/dPを用いた固体培地上でのゲノム組換え体のネガティブ選択 
Fig. 2.8 hsvTK/dPシステムの細胞死の速度 
Fig. 2.9 hsvTK/dPを用いた液体操作のみによるゲノム組換え体のネガティブ選択 
Fig. 2.10 dPが大腸菌株MG1655の遺伝子変異頻度に与える影響 
Fig. 2.11 セレクションエスケープクローンで同定されたhsvTK上の変異が移植された大腸菌
  MG1655株のdP感受性 
 
Table 2.1 既存のネガティブ選択マーカーとその特徴 
Table 2.2 hsvTK発現が細胞の遺伝子変異頻度に与える影響 
Table 2.3 HCカセット導入後に現れたdP耐性クローン（Figure 2.4B）のhsvTK遺伝子の配列解
析 
Table 2.4 HCカセット導入後に生じるdP耐性クローンの頻度のPCR酵素依存性 
Table 2.5  ネガティブ選択におけるセレクションエスケープのクローンのhsvTK配列解析 
Table 2.6  本章で使用したプラスミド 
 
 
 
 



 vi 

第三章 
Fig. 3.1 セレクションエスケープに由来する偽陽性の発生 
Fig. 3.2 SDS排出活性に対するポジティブ選択によるTolC不活性変異体の除去 
Fig. 3.3 ネガティブ選択マーカーの重複によるセレクションエスケープの低減 
Fig. 3.4 hsvTKのチミジンキナーゼ活性に対するポジティブ選択機構 
Fig. 3.5 dTキナーゼ活性に対するポジティブ選択によるhsvTK失活変異体の除去 
Fig. 3.6 dT選択によるhsvTK発現細胞の選択的な増殖 
Fig. 3.7 dT選択の有無がセレクションエスケープ頻度に与える影響 
Fig. 3.8 hsvTKと様々なポジティブ選択マーカーとの融合デザイン 
Fig. 3.9 融合マーカーのネガティブ選択マーカーとしての性能 
Fig. 3.10 融合マーカーのポジティブ選択マーカーとしての性能 
Fig. 3.11 カナマイシンセレクションの有無がhsvTK::Kmrの融合マーカーのセレクションエス
  ケープ発生頻度に与える影響 
Fig. 3.12 hsvTKの直列重複がセレクションエスケープの頻度に与える影響 
Fig. 3.13 野生型hsvTK遺伝子とそのコドン修正型との配列アライメント 
Fig. 3.14  MG1655∆lacZ::HHKカセット株から生じたセレクションエスケープの配列解析 
Fig. 3.15 hsvTKの入れ子型の重複がセレクションエスケープの頻度に与える影響 
 
Table 3.1. 既存のネガティブ選択マーカーとセレクションエスエープの頻度 
Table 3.2 Table 3.2. 本章で使用したプラスミド 
Table 3.3 本章で使用した大腸菌株 
 
 
第四章 
Fig. 4.1 多段階のリコンビニアリング操作 
Fig. 4.2   2ラウンドの連続組換えの実験ワークフロー 
Fig. 4.3   pT7-mrfpをコードする DNA断片による連続ゲノム組換え 
Fig. 4.4   それぞれのラウンドの細胞集団(Figure 4.3)の4つの異なる座位に関する遺伝型解析 
Fig. 4.5 ラウンド4の細胞集団(Figure 4.3)から単離されたクローンの4つの異なる座位に関す
  る遺伝型解析 
 
Table 4.1 組換え体集団の表現型/遺伝型の解析 
Table 4.2 第一ラウンドのリコンビニアリングでみられた無蛍光クローンの遺伝型 
Table  4.3 本章で用いたプラスミド 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 vii 

 
第五章 
Fig. 5. 1 イソプレノイド（リコペン）生成経路の概略 
Fig. 5. 2 各単一欠損株のリコペン生産量評価 
Fig. 5. 3 リコペン増産のための4ラウンドの連続ゲノム編集 
Fig. 5. 4 得られた組換え株（Figure 5.3）によるリコペン生産 
Fig. 5. 5 fdhF座位とpT5-ispDFカセットとの置換 
 
Table 5.1 イソプレノイド増産に資する既知の遺伝型 
Table 5.2 本章で使用したプラスミド 
 
 
第六章 
Fig. 6. 1   I-SceIを用いた改良型のゲノム編集法 
Fig. 6. 2   大規模ゲノム編集工程の例 
 
 
 

 



第一章 序論 
 

 1 

第一章 

序論 

 

 

1.1. 順遺伝学と逆遺伝学 

ゲノムは，生物の性質に関する全ての情報を含む。つまり，ゲノムの配列の変化（塩基置換
や欠失，挿入など）は，そのまま生物の性質（遺伝子によって決まる性質は，形質と呼ばれ
る）の変化を引き起こす。分子遺伝学は，生物の形質と遺伝子の対応付けを目指す学問分野
である。生物種によって遺伝子の数は様々であるが，最も研究の進んでいる大腸菌であって
も，4,600ほどの遺伝子のうちおよそ半数については，いまだ機能が同定されていない(1)。 

 分子遺伝子学では，古くは，UV照射(2)や Chemical mutagenesis (3)によって，ゲ
ノム上に突然変異を起こし，表現型の変化した細胞について，（主に配列解析によって）変異
部位を調べる，という手法がとられていた。こうしたやり方は，”順遺伝学”と呼ばれる。微
生物のゲノム改変の多くは，1) 工学的な目的：望む”表現型”，すなわちバイオ燃料生産能な
どの機能を持つ細胞を作りだす為，あるいは 2) 理学的な目的：平たく言えば，表現型の変化
をもたらす遺伝子の探索，の為に行なわれてきた。 

1972年に，Jacksonらが，異なる生物が持つ DNAどうしが結合された”組換え DNA”

を作ることに初めて成功した(4)。ここでは，SV40と呼ばれるウイルスが持つ DNAと，大腸
菌が持つ DNAを，まず 1) 試験管内（~細胞の外~ in vitroで）で DNA切断酵素によって切断
し，2) 次にこれらを混合し，DNAリガーゼを加えることで，二つの DNA間に共有結合を形
成させた。翌 1973年には，Cohenらによって，in vitroで合成された”プラスミド DNA”を，
大腸菌に導入することによって，大腸菌の性質（形質，あるいは表現型と呼ばれる）を変え
る（形質転換~transform）うることに成功した(5)。ここでは，プラスミドと呼ばれる環状 DNA

に，EcoRI という制限酵素（DNA 切断酵素）で処理された DNA 断片を結合（ライゲーショ
ン）し，大腸菌にこのプラスミドを取込ませている（形質転換, Figure 1.1）。 

形質転換が起こる頻度は低い（10-2-10-4/cell）。Cohen らは，同論文中で，プラス
ミドが導入された大腸菌（形質転換体）だけを，プラスミドにコードされる薬剤耐性遺伝子
（ポジティブ選択マーカー）の機能を用いて，”選択（セレクション）”できる，ことを示した。
この手法は，抗生物質を含む寒天培地に，形質転換の操作を行なった細胞集団（そのうち
10-2-10-4 が薬剤耐性を示す形質転換体）を塗布する。非形質転換体はこの培地上で増殖でき
ないのに対して，形質転換体（プラスミドを導入された細胞）はその抗生物質を分解/排出で
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きるため，増殖できる。こうして，形質転換したものだけ選択的にコロニー形成させる（Figure 

1.1）。 

この発見以後，「対象の遺伝子，すなわち DNA を，試験管内で編集し，大腸菌な
どの宿主に導入して，その生物機能を解析する」というやり方が，急速に普及した。特に，
「低頻度で生じる組換え体を，薬剤に対する耐性を利用して，選択的に培養する」という方
法は，遺伝学の基本手法となった。一方で，特定の遺伝子に標的を絞り，その遺伝子が改変
された（変異を起こしたり，遺伝子そのものを欠損させたりする，など）生物を作出し，そ
れが持つ形質の変化を調べるやり方は，”逆遺伝学”と呼ばれる。 

 

 
Figure 1.1. プラスミドの形質転換と選択マーカーを使った形質転換体の選択操作 

 

“逆遺伝学”は，ゲノムプロジェクトによって大腸菌や他の微生物の全ゲノム配列が
決定(6,7)されたことを受けて，またゲノム改変技術が改良されていったことにより，その対
象が急速に大規模化している(8)。2006 年には，大腸菌の全遺伝子の欠損株（3,985 遺伝子，
全 4,288遺伝子のうち 1/3）が，馬場らによって作製された(9,10)。酵母においても，Winzeler

らによって，遺伝欠損株のコレクション（2,026 遺伝子，全遺伝子~6,000 のうち 3 分の 1）
が作製されている(11)。このような組織的な遺伝子欠損によって，微生物の必須遺伝子/非必
須遺伝子が決定されてきた。最近では，大腸菌では，森らのグループと Wanner らのグルー
プが共同で，二重遺伝子欠損株作製の準備を進めている(12,13)。酵母ではすでに，約 2000 x 

4000 遺伝子の網羅的組合せによる解析が報告されている(14)。さらに原島らのグループが，
単独では生命の維持に”非必須”な遺伝子を，”同時に欠損させた”ときに，初めて致死性とな
る”synthetic Lethality”の探索を試みている(15)。このような，逆遺伝学のハイスループット化
/大規模化について 1.2節で，そのための手法について 1.3節で述べる。 
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1.2. ハイスループット化/大規模化 
1.2.1. ミニマルゲノムプロジェクト 

大腸菌をなどの微生物ゲノムの全配列が決定されるにともない，そのゲノム配列は互いに比
較され，遺伝子の重複や，機能を果たしていない遺伝子郡を除くと，真に必須な遺伝子は
10-30%程度であるという推定がなされた(16)。そこで，微生物を構成する遺伝子の，最小数
を調べるために，微生物ゲノムから数十数百という遺伝子を欠損させ，最小遺伝子数から成
る微生物を作製しようという試みが，2000年前半から盛んに行なわれた（Table 1.1）(17)。
まず，Goryshinらは，Tn5 トランスポゾンを使った遺伝子のランダム欠損法（後述；cf. 1.3.4~

トランスポゾンと呼ばれる塩基配列が，ゲノムにランダムに挿入される）を用いて，100-262 

kbpのゲノム欠損を起こしてみせた(18)。Yuらも同様の手法で，313 kbpの領域を欠損した
大腸菌の作製に成功している(19)。 

ゲノム工学手法の改良に伴い，ゲノム欠損の規模も大きくなっていった。2006 年
には，Posfai らが，大腸菌ゲノム中の非必須領域を一つずつ欠損していくことで，大腸菌ゲ
ノムからその 15%を欠失してみせた(20)。次いで，さらに欠損領域を広げ，現在までに，最
大~30%を欠損した大腸菌が報告されている(21)。ゲノムの大規模欠損は，生命の最小要件を
探るという目的の他に，代謝工学的な目的にも有用である。北里大学の池田らのグループは，
放線菌（S. avermitilis）において，その線状ゲノムの 15%（1.5 Mbp）を欠失させた(22)。こ
うすることによって，放線菌特有の二次代謝産物の生産を止め，換わりに，異種生物由来の
二次代謝産物を，特異的に生産させることに成功している。 

*1: 括弧内の数字は全ゲノムサイズに対する欠損サイズの割合を示す。 

 

 

Table 1.1. 大規模ゲノム欠損の例 

Organism Deletion size [kbp] Reference 

E. coli    780 (15%)*1 (20) 

E. coli  1300 (30%) (23) 

B. subtilis  874 (20%) (21) 

B. subtilis  134 ( 8%) (24) 

S. avermitilis 1400 (15%) (22) 

C. glutamicum R   67 ( 2%) (25) 

C. glutamicum R  190 ( 6%) (26) 
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一回のゲノム改変操作で欠損できる最大長さは，Fukiya らが報告した 117 と 165 

kbp というオーダーである。また，必須遺伝子の欠損を避けるために，ゲノム配列をいくつ
かに分割しながら欠損しなければならない。このような制約から，Mbpオーダーのゲノム欠
損のためには，遺伝子欠損が数 10 回繰り返されることが多い（Figure 1.2）。ゆえに，多数
の組換え操作を，いかにスループット高く繰り返すか，という方法論が注目を集めている(27)。 

 

   
Figure 1.2. ミニマムゲノムプロジェクトで作製された 3つの欠損株のゲノム構成 

��(17)より引用。黒い box部分が欠損された部位を示す。 

 

1.2.2. ゲノム融合 

異種の全ゲノムを，まるごと融合してしまう試みも行なわれている。慶応大学の板谷らのグ
ループでは，枯草菌に，3. 5 Mbp におよぶラン藻ゲノム全体を複数に断片化して導入するこ
とに成功している(28)。この成果によって，ラン藻の 1) 増殖がおそい，2) 形質転換系が確
立されていない，などの問題を回避しながら，枯草菌のなかでその遺伝子機能を調べること
が可能になった。 

 

1.2.3. 微生物生産のためのコンビナトリアルゲノム工学 

工学的な見地からも，大規模ゲノムの需要は増しており，2007年頃にはステファノポーラス
らのグループが，イソプレノイドの増産を目指した，遺伝子欠損/導入のコンビネーションを
試すために，直列に最大 3-step のゲノム工学を行い，合計 40 種の大腸菌株のなかから，最
もイソプレノイド生産量の高い株を探索している(29)。最も典型的な例として，Wang らは
2009年に”Multiplex Automatable Genome Engineering (MAGE，後述，1.3.8項)”という手法
を開発し，イソプレノイド経路に関わる 24もの遺伝子の発現量調節因子を，同時に書き換え
た(30)。また，MAGEを改良した CoS-MAGEという手法で，Carrらは，20 bpの塩基配列の
挿入の頻度を数十%にまで高め，プロモータサイズの塩基配列の同時挿入に対応した(31)。こ
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の手法を用いて，Wangらは，indigo pathwayにおける 12個の酵素遺伝子のプロモータをそ
れぞれ T7化した株をコンビナトリアルに作製し，作製された株のプールから，インディゴ色
素の生産量が野生型より 4倍向上した株を見いだしている(32)。 

 

1.2.4. ゲノムリコーディング 

大規模ゲノム工学の典型的な例のひとつとして，大腸菌ゲノムの”リコーディグ”が挙げられる。
F. J. Isaacsらは，まず，遺伝子暗号のなかから，翻訳終結コドン（終止コドン）の縮退を解
くことに成功した (33)。終止コドンには，アンバー（TGA），オパール（TAG），そしてオー
カー（TAA）と呼ばれる三つが存在する（Figure 1.3）。このうち，TAGコドンは，大腸菌全
ゲノム（4500個の遺伝子を含む(6)）において，314の遺伝子に使用されている。F. J. Isaacs

らは，MAGE および CAGE と呼ばれる新しいゲノム改変技術（後述）を用いて，この 314

もある TAG コドンすべてを，TAA コドンに変更した。現在は，他のアミノ酸についても，
そのコドンを書き換え，いまとは全く別の遺伝子暗号を持つ大腸菌を作り出そう，という試
みがなされている(34)。 

  

 

Figure 1.3. 遺伝子のコドン表  

終止コドンを赤字でハイライトしている。 
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1.2.5. 全ゲノムの人工合成 

2003年に，Venterらのグループ (35)が，初めて化学合成されたオリゴDNAを用いて，phiX174 

bacteriophageのゲノム（5386 bp）を全合成することに成功した。次いで2005年には，D. Endy

らのグループ(36)によってT7ファージのゲノムが，化学合成されるだけでなく，T7ファージ
の機能（性質）を損なうことなく，全く異なるゲノム配列で再現された。さらにVenterらの
グループは，M. genitaliumゲノム(583-kb) (37)および M. mycoidesゲノム (1.09 Mbp)(38)を，
完全に人工的に，すなわち化学合成で作り上げた。最近では，Annaluruらが，酵母細胞にお
いても，染色体の一つを完全に人工合成されたそれに置き換えることに成功している(39)。 

 

1.3. 大規模ゲノム工学を可能にするゲノム工学手法 
ゲノム工学のやり方には，大きく二つある；一つは Venter らのグループが行なったよう
な，”De novo合成法”である（Bottom-up型）。ここでは，数百万塩基対にもおよぶ，生物ゲ
ノム一個分を，化学合成する。もう一つは，既にあるゲノム配列~各種生物が持っているゲノ
ム~を，書き換えて行く方法である（Top-down 型）。古典的な遺伝学，あるいは遺伝子工学
がこれに該当し，近年その規模が急増しているのは上で述べた通りである。まずは，二つの
ゲノム工学法それぞれの長所・短所について述べる。 

 

1.3.1. Bottom-up型の大規模ゲノム工学 

Bottom-up 型の大規模ゲノム工学法は，主に，化学合成によってゲノム DNA を，人工的に，
そして一から（De novoで）調製する方法を指す。このような方法の最大の長所は，その設
計自由度にある。研究者の思い描いた配列を，化学合成するところまでは，どんな塩基配列
でも合成することができる。一方で，時間/コストがかかりすぎるという問題がある。DNA合
成は，¥50/bpまでそのコストが低減されているとはいえ，例えば JC Venterらが世界で初め
て人工合成した, 最も小さい（~塩基数の少ない）と言われている M. genitaliumの ゲノム（0.5 

Mbp）の合成であっても，単純に計算して¥50 x 5 x 105 = 5億円がかかる。これに DNA合成
中のエラー（間違った塩基が含まれること）を，逐次取り除く過程も考慮に加えれば，ゲノ
ムの De novo合成のコストは，国家プロジェクトレベルにふくれあがる。事実，Venterらが
初めてゲノム合成に成功するまでに，実際に”200-person year (40人の研究体制で 5年)”とい
う時間がかかったと言われている(40)。 

この方法には，もう一つ欠点がある；それは，合成した DNA 配列が細胞内で適切
に機能するかどうか，細胞に導入する前にはわからないことである。いかなる DNA合成エラ
ーや，配列の細かな変更も，細胞に導入してみて初めて，それがゲノム機能の不全をもたら
す，すなわち，そのゲノムを導入しても，細胞が生育しないか，あるいは重篤な増殖不全が



第一章 序論 
 

 7 

起こる場合がありえる。実際に，Venter らがはじめに合成した M. genitalium のゲノムは，
dnaA 遺伝子のたった 1 塩基の変異のために，細胞内に導入されても，”健全な”，すなわち，
細胞の生命機能を維持するためのゲノムとして機能しなかった(37)。そのために，既にある
ゲノム配列を，1 塩基の間違いもないようにコピーするか，あるいはゲノムの機能に影響し
ないわずかな変異だけを導入することが求められ，このことが未だ大きな技術的課題である。 
 

1.3.2. Top-down型の大規模ゲノム工学 

 Bottom-up 型に対して，Top-down 型は，すでにある生物のゲノムを，逐次書き換
えていく方法である。ゲノム配列の変化は，常に細胞の中で起こるため，その変化が細胞の
生命機能に与える影響を，”その場で”観察することができ，かつそれに対処できる，という利
点がある。もし，配列改変によって，増殖不全が引き起こされる，あるいは，目的の表現型，
例えば物質生産能が低下することがあれば，その変更計画は，ただちに是正され得る。その
ような理由から Bottom-up 型の大規模ゲノム工学は，現段階では，Top-down 型の大規模ゲ
ノム法に比べて，強力な手段である。しかしながら，ゲノム改変を大規模に行なうためには，
1) 1回あたりのゲノム改変領域を大きくするか，あるいは 2) ゲノム改変操作を何度も繰り返
す必要がある。そこで，次節では Bottom-up 型のゲノム工学法について，スループットの観
点から概説する。 

 

1.3.3. Bottom-up型ゲノム改変法の種類と特徴 

Bottom-up型のゲノム書き換え法には，大きくわけて次の 3種類の方法がある；1) 伝搬因子
（トランスポゾン）を用いる方法，2) 部位特異的なリコンビナーゼ/インテグラーゼを用いる
方法，3) エンドヌクレアーゼを用いる方法，そして 4) ファージ由来のリコンビネーション
システムを用いる方法である。これらの手法の性能は，ゲノム書き換えの様式，例えば欠損
なのか遺伝子導入なのか，あるいは遺伝子の置換なのか，また，その規模（すなわち塩基数）
によって，さまざまである。ここでは特に，組換え体を得るためのスループットに注目して
概説する。 

 

1.3.4.トランスポゾンを用いるゲノム改変法 
トランスポゾンと呼ばれる DNA配列は，構成遺伝子~例えば大腸菌の Tn5型をベースにした
トランスポゾンでは，カナマイシン耐性遺伝子（Kmr）と，クロラムフェニコール耐性遺伝
子（Cmr）がコードされている~とトランスポゼース（転移酵素）をコードする遺伝子，それ
からその上下流を，逆反復配列が挟む，という構成をしている(18)。トランスポザーゼは逆
反復配列を認識してトランスポゾンをゲノム配列から切り出し，そしてトランスポザーゼは
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適当なゲノム配列に再度トランスポゾンを挿入する（Figure. 1.4）。このゲノム配列への挿入
は，完全にランダムな部位に起こるため，ゲノムの正確な編集には不向きであるが，欠損可
能な領域の網羅的な探索などに便利である。ここでは，トランスポゾンが挿入された細胞で，
かつ生育するということは，欠損可能な領域にトランスポゾンが挿入されたことを示すので，
挿入された部位を特定すればよい。 

 

 

 

Figure 1.4. トランスポゾンを用いたゲノム改変法 
 

 

 

1.3.5. 部位特異的リコンビナーゼ/インテグラーゼを用いるゲノム改変法 
大規模ゲノム組換えにおいては，巨大な（すなわち長い）塩基配列を，ゲノムに導入するこ
とは重要である。リコンビナーゼ/インテグラーゼは，DNA に結合し，特異的かつ効率よく
DNA を切り出す酵素である（Figure 1.5）。ファージ由来のリコンビナーゼ/インテグラーゼ
と呼ばれる酵素は，attPで挟まれた配列を，不可逆的に attBというサイトに導入することが
知られている。さらに，インテグラーゼとよばれる酵素は，同様の反応を，種を問わず，広
範な生物で行なうことが明らかにされている(41,42)。 

 リコンビナーゼ/インテグラーゼ型のゲノム工学法の最大の利点は，比較的大きな断
片（数 kbp~数 100 kbp）を，一回のゲノム組換え操作で導入することができる点である。こ
の性質を生かして，異種生物に由来する”遺伝子クラスター”（ある化合物を生合成するための
経路遺伝子が並んだ DNA配列）を，大腸菌に導入するときに有効である。これまでに，異種
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由来のアルギニン代謝の経路遺伝子（34 kbp）を，一度にゲノム導入した例が知られている
(43)。最近では，完全人工の（化学合成した）DNA配列 Cre-loxPというレコンビナーゼを用
いて，54 kbの完全人工の（化学合成した）DNA配列を，一度に導入した報告がある(44)。 

 この手法の欠点は，組換えのために導入された attB/P サイト（attL および attR サ
イトと呼ばれる（Figure 1.5））は，操作完了後もゲノムに残存する。同じ株に対してもう一
度レコンビナーゼ/インテグラーゼを使って DNA の挿入を行なう際に，残存した組換えが起
こりえるため，ゲノム工学者は，別の手法，例えば 2ステップリコンビニアリング法（後述；
cf. 1.3.7）を用いて，attL/R サイトを除去している。これが，リコンビナーゼ/インテグラー
ゼを用いた手法のスループットを下げていた。現在では，配列特性の異なるリコンビナーゼ
が知られており，組み合わせて使用するなどの工夫も可能になりつつある(45)。 

 

 

Figure 1.5. リコンビナーゼ/インテグラーゼを介したゲノム改変法; 文献(8)より引用 

 

 

1.3.6. エンドヌクレアーゼを用いるゲノム改変法 

エンドヌクレアーゼ（DNA分子を途中で切断する酵素，Cf: エキソヌクレアーゼ: DNAを末
端から消化する）を用いたゲノム編集は，ヌクレアーゼによってゲノム DNA を切断すると，
切断部位で DNAの修復反応が引き起こされることを利用している。その修復過程で，標的部
位を切断すると，切断部位の修復過程で，塩基の欠失や，挿入が起こる。外来配列を加えて
おけば，これとの置換も起こる。 

1996年に，Kimらが，Zinc Fingerタンパク質を，FokIエンドヌクレアーゼの DNA

切断ドメインと”繋ぐ”ことによって (Zinc Finger Nuclease: ZFN)，DNA 結合特異性を Zinc 
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Fingerタンパク質によって規定し，任意の配列を切断させることに成功した(46)。Zinc Finger

タンパク質の DNA結合特異性はよく調べられており(47-49) (50)，塩基レベルの解像度で切
断部位を設計できる。ZFNによる切断と，その後の切断部位における相同組換え反応は，塩
基配列の挿入を 1-15%という高い効率で誘起する (51)。 

“エンドヌクレアーゼタンパク質を，標的部位へと誘導する”というアイデアは，ZFN

だけではなく，他の DNA認識タンパク質でも検討されている。Transcriptional-Activator Like 

Effector Nuclease (TALEN)も，設計指針は ZFNと同様である(52)。Zinc Fingerタンパク質の
換わりに，転写活性化因子様タンパク質が，ヌクレアーゼに”繋がれて”いる。Clustered 

Regularly Inter- spaced Short Palindromic Repeat (CRISPR)システム(53)は，エンドヌクレア
ーゼを標的部位へと誘導する担い手が，タンパク質ではなく RNAであるため，上述の二つの
仕組みよりも，より設計自由度があると考えられ，広く普及しつつある。 

 ZFN，TALEN，CRISPR システムに共通する問題として，その毒性が挙げられる。
その DNA認識特異性は，高いとはいえ，非特異的な DNA切断を引き起こし，細胞毒性を引
き起こしたり，あるいは，設計とは無関係な変異を導入したり（OFF-target），という問題が
ある。特異性をいかに高めるかが重要な問題であり，CRISPR システムでは，特異性を飛躍
的に（現在，最大 5000倍）高める工学が盛んに行なわれている。 

 

1.3.7. Lambda-REDリコンビニアリング法 

Lambda-REDシステム (54,55) は 3つのファージ由来タンパク質，Gam, Exo, および Beta

を用いる。これら 3つのタンパク質発現している大腸菌に，外来の二本鎖 DNAを導入しする
と，以下のメカニズムで組換えが起こと考えられている(56)（Figure 1.6）。まず，Gamは，
大腸菌のもつ RecBCD や SbcCD というヌクレアーゼを阻害し，大腸菌に導入された線状の
二本鎖 DNAが分解されることを防ぐ。次に，Exo (Exonuclease)が，外来の線状二本鎖 DNA

のうち片側の鎖を，5’から 3’の方向に分解して，一本鎖の DNAを生成する。 この一本鎖 DNA

に，Beta が結合し，一本鎖 DNA を保護する。Beta が結合した一本鎖 DNA は，相同配列を
介して複製中のゲノム DNAの標的部位に結合し，ラギング鎖として振る舞うことで，ゲノム
DNAに取込まれる。その結果，標的部位が，任意の配列で置換されたゲノム配列が生じる。 
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Figure 1.6. Lambda-REDを介した組換えの推定メカニズム; 文献 (56)より引用。. 
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1.3.8. Multiplex Automatable Genome Engineering（MAGE）~多重ゲノム工学法 

Lambda-REDを介したゲノム工学は，二本鎖DNAだけでなく，一本鎖DNAを用いてもよい。
100 mer程度の一本鎖 DNAであれば，化学合成だけで調製することができるため，主に，一
塩基から数塩基にわたる変異を導入する際に便利である。2001 年に，Elis らは，一本鎖の
DNA を介した組換えが，数塩基の変異導入であれば，全細胞の 6%が組換え体，という高い
効率で起こる（cf. 二本鎖 DNA による kb スケールの配列置換の頻度は高くとも 10-4 組換え
体/全細胞(57)）ことを見いだした (58)。さらに，2003年には，Constantinoらが，大腸菌に
内在するミスマッチ修復系（遺伝子変異が生成した瞬間に形成されるヘテロ二重鎖~塩基対の
ミスマッチ:G-Tなど~を取り除く機構）を欠損させることで，一本鎖 DNAを介した組換えの
効率が飛躍的に向上し，全細胞のうち 10-30%の細胞で組換えが起こることを発見した(59)。 
 Wang らは，この高い組換え効率に注目し，2009 年に Multiplex Automatable 

Genome Engineering（MAGE）という手法を作り上げた(Figure 1.7)(30)。この手法では，複
数箇所を狙った一本鎖 DNAの混合物を，細胞に導入する。一回の導入操作では，細胞集団の
うち，10-30%で，一カ所が組換わった細胞が生じる。二カ所，三カ所が組換わった細胞の発
生頻度は，べき乗則に乗っ取るため，低い。とくに，10カ所全てが組換わった細胞は，10-14

程度，つまり事実上生じない。しかし，もしこの組換え何度も（N 回）繰り返すときには，
10カ所全ての部位において，1回でも組換えが起こる確率 P は（1）式によって定義される。 

 P[%] = [1-(1-0.03)N ]10×100           式(1) 

N = 90に設定すれば，10カ所全ての部位が組換わる確率は，およそ 50%にまで高められる。
Wang らは，1 サイクル約 2 時間の組換え工程を，ロボティクスを用いて全自動化すること
で，数十回におよぶ組換え試行の繰返しを可能にし，短期間（2.5時間×90回 = 9日）で 10

カ所の組換えを同時に行うことに成功した。 

 

Figure 1.7. MAGEサイクル 
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重要な点は，MAGEは組換えの効率が高いときにのみ成立することである。もし組
換えの起こる確率が 10 倍低いときには，90 サイクル MAGE を行っても，10 カ所全てが組
換わった細胞は，0.5%程度にしかならない。50%の頻度で組換え体を得るためには，およそ
900 サイクルの MAGE が必要になり，10 倍の時間がかかってしまう。大腸菌株の変異修復
系の欠失や，オリゴ DNAの保護などを組み合わせ，組換え頻度を最大で~30%にまで高める
工夫があって初めて，MAGEが実施できる。 

多くの新規機能が異種細胞のゲノムから得られていることを考えれば，ゲノム改変
法は，外来の塩基配列の挿入に対応可能であることが望ましい。上述のように，MAGEは数
十 bp までのゲノム改変のコンビネーションを生み出すことに対して非常に強力なツールで
あるものの，遺伝子サイズ長い塩基配列の挿入には対応できない。それは，挿入される塩基
配列が長くなるに連れ組換えが起こる頻度低下するためである(30)。10 bpを越えると組換え
の頻度は 5%にまで低下する。先と同様に 10カ所に同時に 10 bpの塩基配列を挿入しようと
しても， 90回の MAGE Cycleの後，10カ所すべてに塩基配列の挿入が起こった細胞は，0.5%

程度しか発生しない。 

遺伝子サイズの塩基配列の挿入に対応するには，MAGE Cycleあたりに組換えが起
こる頻度を高めるしかない。近年，MAGEの手法は改良され，ゲノム上の部位は限定される
ものの，20 bpの塩基配列の挿入の頻度を数十%にまで高め，プロモータサイズの塩基配列の
同時挿入に対応した(31,32)。この手法を用いて，Wang らは，インディゴ色素の生合成経路
における 12個の酵素遺伝子のプロモータをそれぞれ T7化した株をコンビナトリアルに作製
することに成功している。しかしながら，さらに 10倍以上長い，遺伝子サイズの塩基配列の
挿入に対応するためには，組換えが起こる効率を現状（最大 0.1%程度）より 100倍高めなけ
ればならない。GM Churchのグループは，いくつかの細胞工学によって，5-10倍の組換え効
率の向上に成功しているが(60,61)，MAGEが，遺伝子サイズの塩基配列の挿入に対応するに
は，更なる組換え効率の向上が求められる。 

 

1.3.9. 2ステップ-リコンビニアリング法 

Lambda-REDによる相同組換えを介したゲノム 

工学は，効率がよく便利な手法であり，ゲノム配列の欠失や置換，あるいは外来配列の挿入
などを，ゲノム上のいかなる部位でも，塩基レベルの解像度で実施できる（リコンビニアリ
ングと呼ばれる）。その簡便さとスループットの高さから，広く普及している(57)。しかしな
がら，この手法をもってしても，遺伝子サイズ（> 1 kb）の塩基配列の相同組換えの低い効
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率（高くとも 10-4 組換え体/全細胞(57)）のために，2 ステップの組換えと，引き続くポジテ
ィブ選択/ネガティブ選択から成る(54,55) (Figure 1.8);  

1) まず，ゲノムの標的部位に”選択カセット（selection cassette）”と呼ばれる DNA

断片を，相同組換えを介して導入し，組換えが起こった細胞を，選択カセット内に
コードされている抗生物質耐性によって選抜する。 

2) 次に，選択カセットを導入したい外来配列と，やはり相同組換えを介して置き
換える。今度は，選択カセット中にコードされている自殺遺伝子の機能を活性化す
ることによって，選択カセットの残存している，すなわち組換わっていない細胞だ
けを死滅させる。 

 

 
Figure 1.8. 2ステップ-リコンビニアリング法の概要 

Step-1; ゲノムの標的部位に”選択カセット”と呼ばれる DNA 断片を，相同組換えによって導
入し，組換えが起こった細胞を，選択カセット内にコードされている抗生物質耐性によって
選抜する。Step-2; 選択カセットを導入したい外来配列と，やはり相同組換えによって置き
換える。今度は，選択カセット中にコードされている自殺遺伝子の機能を活性化することに
よって，選択カセットの残存している，すなわち組換わっていない細胞だけを死滅させる。 
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こうして，標的部位が目的配列で置換された細胞が得られる。この手法の問題の一つは，使
い勝手のよいネガティブ選択法の不在であった。これまでに使われてきたネガティブマーカ
ーは全て，固体培地か(62,63)，あるいは特別な遺伝型(64-69)を必要とするという制約がある。 
 2-ステップリコンビニアリングのもう一つの問題は，ネガティブ選択マーカーに，
ゲノム複製において変異が生じる，あるいはネガティブ選択マーカーの毒性効果に対する耐
性化変異がゲノム中に起こることである。ひとたびこのような”セレクションエスケープ”が生
じれば，これらは速やかに細胞集団を占有し，続くステップでの組換え体の濃縮が不可能に
なる(69)。セレクションエスケープの発生頻度（10-6 to 10-5/cell）は，組換え体の生じる頻度
（10-5 to 10-4/cell）に匹敵するため，実験者は，手作業によっていくつかのコロニーを単離し，
その遺伝型を分析することにとって，正しい組換え体を得る，という操作を，組換えのステ
ップ毎に行なわなければならない。 

 原理的には，もし上述の問題が解決すれば，この方法は，同じスキームで何度も繰
り返すことができるだろう。2ステップのリコンビニアリング法は，遺伝子サイズのゲノム
工学に対応した手法の中でも広く普及している。そこで本研究では，この手法を改善，すな
わち上述の二つの問題を解決し，全操作を自動化可能なかたちで繰り返すことのできるゲノ
ム改変法を確立することを目指す。 
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1.4. 本論文の概要 

 

 
Figure 1.9. 本論文の構成 

 

ゲノム工学の大規模化が進み，特に，多数の部位を，並列かつ何度も繰り返し書き換える手
法に対する需要が著しく高まっている。ゲノム工学手法には，1.3項で述べたように様々な手
法があるが，Lambda-RED リコンビニアリング法が最も広く普及している。本研究の目的は，
この手法の，迅速さ/簡便さ/スループットを大きく改善し，組換え作業の全工程を液操作のみ
で実施できる様式（Figure 1.9）に整えることである。全操作が液体操作のみで実施できれ
ば，MAGEシステム(30)のような方式で自動化可能であり，多段階のゲノム組換え操作の並
列性が大いに高まると期待される。 

Lambda-RED リコンビニアリング法を自動化可能なかたちにするためには，1.3.

節でも述べたように，二つの大きな問題がある。一つは，ポジティブ/ネガティブ選択の過程
が固体培地を使って行なわれていることである。ゲノム編集作業の自動化および高速化のた
めには，全工程を液操作のみで迅速に実施できるポジティブ/ネガティブ選択法が望ましい。
ポジティブ選択マーカーにはこの要件を満たすものが数多く知られている一方で，ネガティ
ブ選択マーカーは，1) セレクションを免れる細胞が頻発する, 2) 細胞株による条件の最適化
が必要である, 3) 特別な遺伝子型を必要とする，あるいは 4) 選抜のために固体培地を必要
とする，という欠点を抱えている。第二章で，リコンビニアリングの全ての操作を，液操作
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のみで完了するために，液操作においても効率よく，そして迅速に組換え体を選抜可能なネ
ガティブ選択法の開発を試みた。ここでは，ヒトヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼ
（hsvTK）が，dPという人工ヌクレオシドをリン酸化する活性を，ネガティブ選択マーカー
として利用することで，ゲノム組換え体の効率の良いネガティブ選択系を確立した。 

二つ目は，セレクションエスケープの問題である。特にネガティブ選択法において
は，ネガティブマーカー上，またはゲノム上に，ネガティブ選択マーカーの機能を無効化す
る遺伝子変異が起こり，そのために，非組換え体であるにも関わらず，ネガティブ選択を生
き残る”セレクションエスケープ”が生じる。これまでは，このセレクションエスケープを除く
ために，一度細胞を寒天培地上に単離し，遺伝子型と表現型を調べるという作業が必要であ
る。この作業が，組換え操作自動化のための大きなボトルネックの一つであった。第三章で
は，hsvTK/dPを用いたネガティブ選択系において，セレクションエスケープの発生の抑制を
試みた。ここでは，ネガティブマーカー（hsvTK）を重複させることで，セレクションエス
ケープの発生頻度を大きく低減できることが明らかになった。 

 第四章では，第ニ-三章の技術を統合し，ゲノム編集作業の全工程を，液体操作のみ
で，かつ，繰り返し可能な様式で実施するワークフロー（Figure 1.9）を完成させた。特に，
ゲノム編集における各操作間で，次の操作に持ち越す細胞数を適切に調節することが，全て
の操作を液体操作のみで実施するために重要であることを見いだした。このワークフローを
用いて，大腸菌ゲノムに，外来遺伝子を 4連続で導入することに，世界で初めて成功した。
さらに第五章では，この手法を，イソプレノイドを高生産する大腸菌株の作出に応用するこ
とを試みた。第六章では，以上の成果をまとめるとともに，その成果から明らかになった，
ゲノム工学技術の新課題について述べる。 
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第ニ章 

ヌクレオシドキナーゼを用いたネガティブ選択法 

 

概要 
ネガティブ選択マーカーは，それが発現するときにのみ細胞を殺す自殺遺伝子である。プラ
スミドや遺伝子を細胞から除くときに，ネガティブ選択マーカーも同時に失うようにするこ
とで，プラスミド/遺伝子が失われた細胞を濃縮する，といった目的で広く使われる。いまま
でに多くの分子機構がネガティブ選択マーカーとして試されてきたが，1) それを持つ宿主を
殺すという性質から，セレクションを免れる細胞が頻発する, 2) 細胞株による条件の最適化
が必要である, 3) 特別な遺伝子型を必要とする，あるいは 4) 選抜のために固体培地を必要
とする，という欠点を抱えている。本章では，ヒトヘルペスウイルス由来ヌクレオシドキナ
ーゼと，人工ヌクレオシド dPを用いたネガティブ選択法が，これらの制約のない，優れた
ネガティブ選択マーカーであることを見いだした。特に，選択操作に要する時間が短く，2

時間の液体培養操作だけで，ネガティブ選択を完了できることがわかった。 
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2.1. 緒言 

抗生物質耐性遺伝子などのポジティブ選択マーカーは，遺伝学/遺伝子工学の分野において，
例えば，plasmidが導入された細胞の選択や，あるいはそのプラスミドの保持，を可能にする
という点で，重要なツールである。典型的なポジティブ選択マーカーとして，カナマイシン
耐性遺伝子は，1) 致死効率が高く耐性化が起こりにくい(1,2)，および 2) 静菌（細胞の増殖
を”可逆的に”止める）ではなく殺菌（細胞増殖を”不可逆的”に止める）タイプの作用機構のた
め液相でも選択可能である(3)，といった点で，重宝されてきた。一方、ネガティブ選択マー
カーは，たとえばプラスミドの脱落した細胞の選抜や(4,5) やマーカーレスなゲノム工学(6,7) 

など，プラスミドや遺伝子を”除去”する際に使われる，重要なツールである(8)。これまでに，
いくつかのネガティブ選択マーカーが報告されてきた [rpsL (9,10), galK (11)，thyA (12)，tetA 

(13) , sacB (14-17), upp (18)および tolC (19,20)]。 

ゲノム工学において，選抜操作を，液体のみで完了するには，選択の作用機序が殺
菌的（bactericidal）であり，かつその殺菌効率が高いことが望ましい。静菌的（bacteriostatic）
な作用機序の場合，非組換え体の増殖を止める効果しかないため，次の組換えステップに移
行する，すなわち薬剤が取り除かれると，非組換え体は再び増殖してしまう。その結果，組
換え体に対して 100万倍多く存在する非組換え体を完全に除去することは困難である。ポジ
ティブ選択マーカーには，カナマイシン耐性遺伝子が，その要件を満たす。一方で，ネガテ
ィブ選択マーカーの多くは，静菌的である。殺菌的なネガティブ選択マーカー（sacB，tolC）
も幾つか知られているが，1) 特別な遺伝子型（mutant allele）を必要とする，あるいは 2) 選
抜のために固体培地を必要とする，という欠点を抱えている（Table 2.1）。 
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Table 2.1. 既存のネガティブ選択マーカーとその特徴 

Gene Drug 
Need for 

Mutant Allele 

Need for 

Solid Media 
Bacteriostatic Reference 

rpsL Streptomycin Yes Yes Yes (9,10) 

sacB Sucrose No Yes No (14-16) 

tetA Fusalic Acid No Yes Yes (13)  

tolC Colicin E1 Yes No No (19-21) 

galK 
2-deoxy-galac

tose 
Yes Yes Yes (11) 

thyA dihydrofolate Yes Yes Yes (12) 

upp 
5-Fluoro 

Uracil 
Yes Yes Yes (18) 

hsvTK dP No No No This Study 
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ヒトヘルペスウイルス由来チミジンキナーゼ（hsvTK）は，遺伝子治療などによく
用いられるネガティブ選択マーカーである(22)。ここでは，hsvTKが，ガンサイクロビル
（Ganciclovir; GCV）やアサイクロビル（Acyclovir; ACV）などの合成ヌクレオシド（Figure 

2.1）などに対して強い一リン酸化活性を示すことを利用している。根岸らは，
6-(ß-D-2-deoxyribofuranosyl)-3,4-dihydro-8H-pyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-one (dP) という合
成ヌクレオシドが，10 µg/mL (~40 µM)の濃度で存在するとき，大腸菌の遺伝子変異頻度が高
まり，細胞集団の 80%が増殖能を失うことを報告している(23)。dPは，シチジンに良く似た
塩基であり，互変異性体（イミノ型とアミノ型）が，それぞれ Aまたは Gと擬似ワトソン・
クリック塩基対を形成する（Figure 2.2）。そのため，DNA複製において，鋳型鎖に Pが含
まれれば，DNAポリメラーゼは Aまたは Gをランダムに重合し，その結果，遺伝子変異が
誘起される。田代らは，hsvTKが，dPも効率よく一リン酸化し，その結果，細胞集団の全て
が増殖能を失い，その殺菌効率 107分の 1に達することを見いだした(24)（Figure 2.3）。 dP

が引き起こした致死性の変異を修復する機構はなく，細胞死は不可逆なため，殺菌的に細胞
死を引き起こすことから，ゲノム工学におけるネガティブ選択マーカーとして有望である。 

そこで本章では，dPキナーゼ活性を，ゲノム工学におけるネガティブ選択マーカ
ーとして応用し，迅速に，液操作のみで，そして効率よく組換え体を選抜することを試みた。
まず，ゲノムにコードされた hsvTKが，細胞に十分な dP感受性を与えるか否かを検証した。
次に，hsvTK/dPを使ったネガティブ選択法の，液操作における組換え体の選択効率について
評価した。最後に，dPは人工の変異原性にヌクレオシドであるため，hsvTKを発現しない組
換え体においても，遺伝子変異頻度を高め得る。このため，ゲノム上の別の部位にも，変異
が導入される可能性がある。そこで，その可能性についても検証した。 

 

 

Figure 2.1. 遺伝子治療に使われている合成ヌクレオシド 
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Figure 2.2. P塩基が形成する擬似ワトソン・クリック塩基対 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.3. dPキナーゼを用いたネガティブ選択（dPセレクション）機構 

(a) 作用機構, dP は細胞膜を通過し，hsvTK によって一リン酸化される。さらに内在性の二
および三リン酸化酵素（TMK および NDK）によって二および三リン酸化され，最後は DNA

ポリメラーゼによってゲノム DNA 取込まれる。ゲノムに取込まれた P 塩基は，A または P

と塩基対を形成し，細胞内の遺伝子変異頻度を高める。細胞は遺伝情報を破壊され，”lethal 

mutagenesis”によって速やかに死滅する 
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2.2. 結果 
2.2.1. dPキナーゼ遺伝子のスクリーニング 

リコンビニアリングの最初のステップ，すなわち選択カセットをゲノムに導入する段階にお
いて，選択カセットが長いほどゲノムへの導入効率が低下する(25)。そこで，選択カセット
を構成する遺伝子は，より短い遺伝子が望まれる。そこで，hsvTK と並んで，非天然ヌクレ
オシドに対する高いキナーゼ活性を示すことが知られ，かつ，hsvTK（1129）のおよそ 2/3

の ORF長（690 bp）である，Drosophila melanogaster由来ヌクレオシドキナーゼが，hsvTK

に替わるネガティブ選択マーカーとして機能し得るかどうかを検討するために，dP存在下に
おけるネガティブ選択マーカー機能を調べた。また，大腸菌および T4ファージ由来のヌクレ
オシドキナーゼ（それぞれ TDK, T4-TK）についても，同様にネガティブ選択マーカーとして
の機能も併せて調べた。 

 hsvTK，その不活性体（hsvTKE83K(26)），DmDNK，T4TK，および EcTKを発現す
る大腸菌について，dPよる細胞死誘導の効率を評価した（Figure 2.4）。hsvTK，DmDNK，
T4TK，および EcTKを発現する大腸菌の場合，dPの濃度増加に伴い生菌数が減少し，dPキ
ナーゼ活性を示すことがわかった。特に hsvTKは，他の二つのヌクレオシドキナーゼよりも
10倍低い dP濃度においても，生菌数の大きな低下をもたらした。このことから，hsvTKが
最も高い dPキナーゼ活性を有していることが示唆される。他方，DmDNKは知られているヌ
クレオシドキナーゼの中で最も”速い”，すなわち kcat の大きな酵素であり，チミジンを基質
としたときの kcatは hsvTKの 30倍である(27,28)。このことも合わせて考えると，DmDNK

の場合に，dPに対する感受性が hsvTKよりも低い原因は，hsvTKに比べて dPに対する親和
性（KM）が低いためと推測される。 
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"+*A JW1226を，dP（0-103 nM）を含むプレートに植菌し，コロニー形成能を評価した。�
 

2.2.2. hsvTKのゲノムへの導入 

dP セレクションは，元々はプラスミド上にコードされた遺伝子スイッチ（遺伝子発現の
ON/OFFを調節する装置）について，これが”OFF”状態にある細胞を選抜するために開発され，
ゲノム上に hsvTK遺伝子をコードする場合の機能は検証されたことがなかった。特に，プラ
スミドにコードされる場合は，hsvTKが細胞内に多コピー（10-100コピー）存在するのに対
し，ゲノムの場合は 1コピーのみであるため，プラスミドの場合よりも hsvTKの発現量が低
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いことが考えられる。そこで，まずはゲノム上に hsvTK遺伝子を導入し，dPキナーゼ活性，
すなわち細胞死を誘導する活性を評価した。 

まず，ゲノム上での hsvTK の機能を調べるために，hsvTK 遺伝子と，ポジティブ
マーカーであるクロラムフェニコール耐性遺伝子（cat）を含む DNAカセットに，lacZ locus

と相同な 171および 41 bpの配列を付した，”HC cassette”を作製した。この HC cassetteを
MG1655株にエレクトロポレーションし，クロラムフェニコール（Cm）培地上で，HCカセ
ットでゲノム上の lacZ 遺伝子が置換された細胞を選択した（Cm セレクション，Figure 

2.5(A)）。得られた形質転換体 (MG1655-tdk∆lacZ::hsvTK-cat)から，無作為に 92 個のクロー
ンを選び出し，その dP キナーゼ活性を調べたところ，89 クローンが dP 存在下でコロニー
形成能を失った。残りの dP耐性を示す 3クローンと，dP感受性を示す 3クローンについて，
lacZ座位の遺伝型を調べたところ，dP感受性の有無に拘らず，6つ全てのクローンにおいて， 

lacZ遺伝子が hsvTK-catカセットに置換されていた(Figure 2.5(B))。 

 

 
Figure 2.5. lacZ座位への hsvTK-cat カセットの導入 

(A) 組換えおよび Cmセレクションのスキーム，(B) Cmセレクションで得られたクローンの
遺伝型解析，lacZ座位の構成，プライマー，および予想される PCR産物の長さ（bp）も示
す。プライマー配列は Appendix 1に示す。 
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2.2.3 シングルコピーhsvTKの dPキナーゼ活性  

上述のようにして得た dP感受性を示したクローンから一つを選び，dP濃度と，細胞の生存
率の関係を調べたところ（Figure 2.6），dP濃度が増加すると急激に生存率が低下し，1,000 

nMでは 10-5に達した（Figure 2.6(B)）。このことは，ゲノムにコードされた hsvTKにおいて
も，細胞内活性は，細胞死を引き起こすに十分であり，ゲノム工学に使えることを示してい
る。また，他のネガティブ選択マーカー，例えば sacB(14-16)や tetA(13)，および rpsL(9,10)

などにおける，生存率の低下は 10-5から 10-3程度である(9)ことと比べて，hsvTK/dP による
ネガティブ選択系は，遜色ない性能を示した。 

hsvTK がプラスミドにコードされる場合も同様に，dP 濃度の増加とともに生存率
が低下し，dP 1,000 nMではおよそ 10-6に達した（Figure 2.6(C)）。これと比べると，hsvTK

がゲノムにコードされる場合は，10 倍ほど dP 添加時の生存率が高い。一方で，急激な生存
率低下が起こる dP 濃度は変わらなかった。これらの結果は，hsvTK の発現量というより，
その遺伝子のコピー数に依存した差であると考えられる（詳細は第三章で述べる）。 

 

2.2.4. hsvTK/dPを用いたゲノム組換え体のネガティブ選択 

次に，hsvTK のゲノム工学におけるネガティブセレクタとしての性能を調べるために，ゲノ
ム上に導入された HC カセットを，lacZ 遺伝子で置換することを試みた（Figure 2.7(A)）。
PCR作製した lacZ遺伝子をエレクトロポレーションした後，培養液を二つにわけ， dPを 0

または 1,000 nMの濃度で含む LBプレートにそれぞれ植菌し，コロニーを形成させた（Figure 

2.7(A)）。 

LBプレートには，LacZ +株（培地中に含まれる X-galを LacZが青色色素へと変換
し，青色コロニーを形成する）が，およそ 10-4 (ca. 105 recombinants/109 total cells)の頻度で
現れた。他方，dPを含む LBプレート上には，88%が LacZ +株であり，dP不在時にくらべ
およそ 2000倍濃縮された。このことから，dP/hsvTKの組み合せが，ゲノム工学におけるネ
ガティブマーカーとして使用できることが示された。 

lacZ遺伝子をエレクトロポレーションした直後には，組換えが起こった細胞におい
ても，hsvTKが発現している。エレクトロポレーション後の培養では，hsvTKの追加発現が
ないため，hsvTK の細胞内濃度は低下する。細胞に dP を与えるときに，hsvTK の細胞内活
性が残存していると，組換え体においても，dPのリン酸化が起こり，細胞死を引き起こす可
能性がある（False-Negative）。今回のプロトコルでは，dPの有無に拘らず，培地体積あたり
の LacZ+株の割合は変わらず，LacZ – 株だけが 7 x 10-5にまで低下していた（Figure 2.7(B)）。
このことは，dPは，hsvTKを発現する，すなわち HCカセットがゲノムに残存した非組換え
体だけを選択的に殺菌できることを示している。 
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Figure 2.6. hsvTK/dPが誘導する細胞死の dP濃度依存性 

(A) 実験スキーム， (B) ゲノム（MG1655∆lacZ::hsvTK-cat）および  (C) プラスミド
（JW1226/pTrc-hsvTK) にコードされる hsvTKを持つ細胞に，dP（0-104 nM）を加え培養し，
各時点において，培養液をプレートに植菌し，コロニー数から生菌数を計測した。 
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Figure 2.7. hsvTK/dPを用いた固体培地上でのゲノム組換え体のネガティブ選択 

(A) 組換えのスキーム; lacZ座位に挿入されていた hsvTK-catカセットを，lacZ遺伝子で置換
し，形質転換体を，dP 0, および 1,000 nMを含む LB培地に植菌した。(B) dPを含む/含まな
い培地に得られた組換え体/非組換え体の生菌数。 
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2.2.5. dPセレクションに要する時間 

dP選択の特徴は，1) 液相でも選抜可能であること，および 2) 選抜時間が短いことである: プ
ラスミドに hsvTK がコードされる場合, 選抜時間は 5 分にまで短縮可能である(24)。この性
質が，ゲノム工学においても有効であることを示すために，選抜効率と選抜時間の関係を調
べた (Figure 2.8)。プラスミドにコードされる hsvTK 遺伝子の場合，dP 添加後すぐに細胞
の生菌数が減少し，5分で 105分の 1に達した（Figure 2.8(A)）。一方，hsvTKがゲノムにコ
ードされている場合は，dP 添加後に生菌数がゆるやかに減少し，60 分でおよそ 105分の 1

に達した（Figure 2.8(B)）。hsvTKがゲノムにコードされている場合でも，プラスミドにコー
ドされる場合より遅いものの，60分以内で選択を完了できた。一晩培養を必要とする多くの
他のネガティブ選択法（Table 2.1）と比べ，迅速なネガティブ選択系であった。 

次に，ゲノム上に導入された HCカセットを，lacZ遺伝子で置換し，組換え体を液
体培地で選抜することを試みた（Figure 2.9(a)）。2.2.1項と同様に，PCR作製した lacZ遺伝
子をエレクトロポレーションした後，培養液を二つにわけ，LB培地と，dPを 1,000 nMの濃
度で含む LB 培地とに，それぞれ植菌し，培養した。さまざまな培養時間において，培養液
の一部をとり，LBプレートに植菌し，形成されたコロニーの色（培地中に含まれる X-galを
LacZが青色色素へと変換し，青色コロニーを形成する）から組換え体の割合を求めた（Figure 

2.9(a)）。dP選択開始直後には，LacZ +株（培地中に含まれる X-galを LacZが青色色素へと
変換し，青色コロニーを形成する）が，およそ 10-4 (ca. 105 組換え体/109 全細胞)の頻度で現
れた。dP を含まない培地では，この割合はどの処理時間においても変わらなかった。他方，
dP を含む場合では，組換え体の割合が時間とともに急激に増加し，~90%に達した(Figure 

2.9(b))。dPキナーゼは，細胞の増殖を阻害するのではなく，殺菌するため，その作用に一晩
培養は不要であった。実際に，選抜効率は dP添加後およそ 2時間でプラトーに到達した。 
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Figure 2.8. hsvTK/dPシステムの細胞死の速度 

(A) 実験スキーム , (B) プラスミド  (文献 (24) Figure S1 より引用 , 大腸菌株
JW1226/ptrc-hsvTK)および (C) ゲノム上にコードされる hsvTK を持つ細胞に，dP（1 µM）
を加え培養した。各時点において，培養液中の生菌数を調べた。 
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Figure 2.9. hsvTK/dPを用いた液体操作のみによるゲノム組換え体のネガティブ選択 

(a) 組換えのスキーム; lacZ座位に挿入されていた hsvTK-catカセットを，lacZ遺伝子で置換
した，(b) dP添加後の組換え体の存在比の経時変化. Open Circle; dP 1,000 nM，Closed Circle; 

dP 0 nM 

 

 

2.2.6. hsvTK/dPを用いたネガティブ選択法による遺伝子変異の増加 

dP セレクションは，機構的に遺伝子変異頻度の向上に基づいている。dP が系内を細胞に与
えることは，たとえ細胞が hsvTK を発現していなくても，変異頻度を高める可能性がある。
これは，一般的にゲノム工学おいて望ましくない。dP選択中に，大腸菌ゲノム上で，意図せ
ぬ変異が誘発される可能性を検証するために，dP存在下における大腸菌の遺伝子変異頻度を
測定した（Figure 2.10）。 

dP濃度が高まるにつれて，大腸菌の遺伝子変異頻度はわずかに高まり，100 nMの
dP存在時には，2倍の遺伝子変異頻度であった。さらに dP濃度が 1,000 nMに達すると，遺
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伝子変異頻度は dP不在に比べ 15倍高まった。これは，MAGEシステムで用いられている遺
伝子修復系の欠損株（mutS mutant; 遺伝子変異頻度を 100 倍高めるよりも低い(29,30)。大
腸菌ゲノムサイズ（4.6 Mbp）を考慮すると，1000 nMの dP処理によって，大腸菌ゲノム内
に一塩基変異が起こる確率は 4.6 x 106 [bp] x 2 x 10-7 [mutation/bp] ~ 1，つまり dP選択の過
程を経るごとに，ゲノム上に一カ所だけ変異が生じる。これを避けるためには，dPの濃度を
100 nM以下にすることが望ましい。 

 

 

Figure 2.10. dPが大腸菌株 MG1655の遺伝子変異頻度に与える影響 
Error bar; ± SD (N=3)。 

 

 

また，細胞内には，酸化（8-oxoGなど）(31)，脱アミノ化（ウラシルなど）(32)，アルキル
化（3-メチルアデニンなど）など，ダメージを受けた天然型変異原性ヌクレオシドが多く存
在する。HSVTKを発現することによってこれらがリン酸化され，ゲノム DNAに取り込まれ
ることによって，あるいは核酸代謝のインバランスなど副次的な理由によって，dPを与えず
とも，細胞の遺伝子変異頻度は増加するという懸念がある。そこで，hsvTKの発現が，細胞
の遺伝子変異頻度に与える影響を調べたところ，hsvTKの有無に拘らず，遺伝子変異頻度は
変わらなかった（Table 2.2）。よって，hsvTK遺伝子は dPのないところではゲノム不安定化
をもたらさない，優れたネガティブマーカーであることがわかった。 
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Table 2.2.  hsvTK発現が細胞の遺伝子変異頻度に与える影響 

Strain Generation [-] Frequency of RifR rivertant  [-] 
Mutation rate 

[mutation/bp/generation] 

hsvTK + 8.4 3 x 108 3 x 10-10 

hsvTK - 7.6 6 x 108 8 x 10-10 

 

 

2.2.7. 選択カセット中の hsvTK遺伝子上に起こる PCRエラー由来の失活変異 

ゲノム上に HC カセットが導入された株（MG1655-tdk∆lacZ::hsvTK-cat）を作製する過程に
おいて，3つの dP”耐性”クローンが出現した（2.2.2項, Figure 2.5(B)）。これら 3つのクロー
ンには，hsvTK遺伝子上に，アミノ酸変異を伴う（”ノンシノニマス”な）変異があった（Table 

2.3）。これらは，”アルギニン -> アスパラギン酸”，”アルギニン->ヒスチジン, “プロリン->

セリン”など，アミノ酸の化学的性質を大きく変えるものであり，その結果 hsvTKの失活をも
たらしていると考えられる。これらの変異は，PCR 複製におけるエラーによると考えられ，
このことは，dP耐性かつ Cm耐性を示すクローン（すなわち，hsvTKが失活した HCカセッ
トをゲノムに持つ）の出現頻度が，HCカセットを PCR作製した際に用いたポリメラーゼの
複製忠実度に依存することから裏付けられる（Table 2.4）。 

ランダム変異のおよそ 25-30% (33,34) が，hsvTK (1129 bps)の失活をもたらす変
異であると過程すれば, そして，PCR反応の実効サイクル数を 10 (すなわち DNAが 1000倍
に増幅される)と過程すると，本実験（Table 2.4, VentR ポリメラーゼの場合）における DNA

ポリメラーゼのエラー頻度は，3 x 10-6 mutations/base/replicationと計算される。この値は，
報告されている DNAポリメラーゼのエラー頻度(2.8 x 10–6 mutations/base/replication (35))

に近しい。これらの結果から，hsvTKにおこる失活変異の頻度を PCR時起こる遺伝子変異の
頻度をそのまま反映し，失活変異が培養中に濃縮されることは起こっていないと思われる。
これは，他のネガティブ選択マーカー，例えば sacB（強い細胞毒性を示し，培養中に失活し
易いことが報告されている(16,36)）とは対照的である。これは特に，hsvTKの本来の活性（チ
ミジンキナーゼ）としての活性が無毒であり，dPを加えたときにのみ，その細胞毒性が生じ
ることに起因すると思われる。 
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Table 2.3. HCカセット導入後に現れた dP耐性クローン（Figure 2.5B）の hsvTK遺伝子の
配列解析 

HCカセットがエレクトロポレーションされたMG1655のプールから単離された 92のCm耐
性クローンのうち 3つは，dP耐性を示した。そのゲノム上の hsvTK遺伝子を PCR 増幅し，
P30および P32プライマー（Appendix 1）を用いてシーケンス反応を行なった。 

 

 

 

Table 2.4. HCカセット導入後に生じる dP 耐性クローンの頻度の PCR酵素依存性 

Polymerase Frequency of dP-resistant clones [%] 

Phusion® (New England Biolabs)      0.2 ± 0.1 

VentR® (New England Biolabs)      0.8 ± 0.3 

HCカセットを VentR® または Phusion® DNA ポリメラーゼ(New England Biolabs)を使って，  

P1と P2プライマー(Appendix 1) によって lacZ座位に対するホモロジーアームを付しなが
ら PCR 増幅した。得られた DNA 断片は，pKD46 を持つ大腸菌株 MG1655 にエレクトロポ
レーションされ，LB-Cm と LB-Cm/dP 培地に植菌された。dP 耐性クローンの発生頻度は次
式により算出した。 

100 x [Cm/dP上に形成されたコロニー数] / [Cmプレート上に形成されたコロニー数] 
数値は，3つのサンプルの平均値を標準偏差とともに示している。 
  

Clone number Nucleoside substitution Amino Acid substitution 

1 G599A R200D 

2 C123T, G647A R216H 

3 C391T P131S 
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2.2.8. hsvTKの変異失活による非組換え株（偽陽性）の発生 

微生物ゲノムは，分裂とともに常に変異の蓄積が起こり，遺伝子は一定の頻度で失活する(37)。
dPキナーゼ活性が確認されたクローンを用いても，105細胞にひとつの頻度で，dP耐性クロ
ーンを得た(Figure 2.5)。ランダム変異のおよそ 25-30% が，hsvTK (1129 bps) の失活をも
たらす変異であるという推算(33,34)に基づけば, そして世代数を 20 (すなわち細胞が 105倍
にまで増殖する) とすると，本実験におけるゲノム複製の遺伝子変異頻度は，2 x 10-9 

mutations/base/replication と計算される。この値は，報告されている大腸菌ゲノムの遺伝子
変異の頻度((10-10 -10-9 (37) mutations/base/replication (35))に近しい。ここでも，すべてのク
ローンが hsvTK に変異を持っていた (Table 2.5)。 そこで，この遺伝子変異が，細胞の dP

耐性化をもたらすことを調べるために，セレクションエスケープの細胞のゲノムから，hsvtk

遺伝子を PCR 増幅し，新たに大腸菌株 MG1655 株のゲノムに導入した。こうして得られた
大腸菌株について dP感受性を調べたところ，Table 2.5に示す変異を hsvtkに持つ大腸菌は，
すべて dP耐性を示した（Figure 2.11）。Lamda-RED法を用いた組換えを用いる場合に得ら
れる組換え体は，10-5-10-4 (38) (組換え体/全細胞)であることを考慮すると，自然変異によっ
て生じる dP耐性クローン（10-5 変異体/全細胞）は，無視できない偽陽性の原因である。 

  

 

Table 2.5. ネガティブ選択におけるセレクションエスケープのクローンの hsvTK配列解析 

clone # Nucleotide mutation Amino Acid mutation 

1 T865C F289V 

2 A472C T158P 

3 A472C T158P 

4 865TTCACCCTG-->865TTCACCCTG - TTCACCCTG 289FTL --> 289FTL-FTL 

5 A196C T66P 

6 A164C D55A 

7 865TTCACCCTG-->865TTCACCCTG - TTCACCCTG 289FTL --> 289FTL-FTL 

8 A683C D228V 

9 A196C T66P 

dP セレクションで発生する”セレクションエスケープ”のうち，9 つのクローンを個別に選び
出し，その hsvTK領域を，P30/P33プライマー(Appendix 1)を用いて PCR増幅し，配列解
析を行なった。 
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Figure 2.11. セレクションエスケープクローンで同定された hsvTK 上の変異が移植された
大腸菌 MG1655株の dP感受性 
dPセレクションエスケープで見つかった hsvTK変異体（Table 2.5）を PCR増幅し，MG1655

株の lacZ座位に挿入した。得られた組換え体を LB-Km培地で培養し，培養液を 0 (open bar) 

or 1 µM (closed bar) の dPを含む LB固体培地に植菌した。対応するクローン番号（Table 2.5）
を括弧内に示す。 
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2.3. 考察 

2.3.1. hsvTK/dPを用いた液操作のみによるゲノム組換え体のネガティブ選択の実現 

本章では，hsvTK の dP キナーゼ活性が，ゲノム工学において，高効率かつ迅速なネガティ
ブ選択マーカーであることを示した(Figures 2.7および 2.9) 。特に，1) 液相で選抜可能で
あること，2) そのための時間が短い（~2時間）こと，そして 3) 特別な遺伝型が不要である
こと，であるという点で，優れたネガティブ選択法であることがわかった。  

hsvTK がゲノムにコードされる場合，プラスミドにコードされる場合と比べて，選択時間，
すなわち生菌数低下を得るのにかかる時間が，およそ 10倍長い（プラスミド~5分，ゲノム~ 

60分，Figure 2.8）。この差は，以下の仮定から予想される選択時間の差に概ね近しい;  

1) プラスミドは細胞内に平均 15コピー存在するのに対し，ゲノムは 1コピーしか
ないため，ゲノムにコードされる hsvTK の発現量は，プラスミドのそれと比べて
15分の 1程度である。 

2) hsvTKの酵素としての生化学パラメータ（とくに Kcat）は変化していないため，
dPのリン酸化反応の速度（Vmax = kcat x [細胞内 hsvTK濃度~hsvTK発現量]）は，
hsvTKの発現量にのみ依存し，hsvTKがゲノムにコードされる場合はプラスミドの
場合の 15分の 1である。 

つまり，hsvTK がゲノムにコードされる場合でも，hsvTK の発現量さえ 10 倍高めることが
できれば，あるいは dPリン酸化活性（kcat）そのものを高めることができれば，選択時間を
数分のオーダーにまで短縮することは可能である。 

 

2.3.2. セレクションエスケープは全て on-site (hsvTK) 上の遺伝子変異が原因であった 

hsvTK/dP を用いたネガティブ選択の選抜効率は高く，組換え体を 88%にまで濃縮できた
（Figure 2.7）。しかしながら，hsvTKが遺伝子変異によって失活することでセレクションを
生き残る，”セレクションエスケープ”の細胞が 12%ほどみられた。これは，hsvTK 遺伝子を
有するにも関わらず，dPセレクションを生き残る”セレクションエスケープ”が，~10-5ほどの
頻度で出現するためである（Figure 2.6(B)）。組換え体の出現頻度は 10-5-10-4 (38)であるか
ら，dP セレクション後の細胞集団のうち，10-50%は，セレクションエスケープの細胞が占
める。組換え体を効率よく得るためには，セレクションエスケープの細胞をいかに減らすか
が重要である。 

 hsvTK/dP を用いたネガティブ選択系で生じるセレクションエスケープの頻度は，
これまでに知られているネガティブ選択マーカーにおける，セレクションエスケープの発生
頻度と，おおむね同等であった（Table 2.1）。これは，セレクションエスケープの発生頻度
が，細胞内の遺伝子変異の頻度(39)に依存するためである。多くの場合，セレクションエス
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ケープは，ネガティブ選択マーカー遺伝子自体に失活変異が起こる（”on-site”変異による耐性
化）か，あるいは他の遺伝子，例えば薬剤を排出する遺伝子への変異によって，薬剤が排出
される場合（”off-site”変異による耐性化）の二通りがある(20)。細胞内の遺伝子変異の頻度を
大きく低減することは困難であることが知られているため(39)，セレクションエスケープの
発生頻度を減らすためには，これら二種類の変異に対処する必要がある。Greggらは，off-site

（tolQRA遺伝子）への変異について対処することで，セレクションエスケープを大いに低減
することに成功している (20)。hsvTK の場合は，dP 耐性化をもたらす遺伝子変異の全てが
on-site mutation であり，off-site mutation による dP 耐性化はみられなかった（Table 2.5, 

Figure 2.11）。第三章で，この on-site変異によるレクションエスケープを低減する工夫につ
いて述べる。 

 

2.3.3. dPによって組換え体にも変異が導入されるリスク 

本章で述べた hsvTK と dP を用いるネガティブ選択法は，変異原性ヌクレオシドの使用，ヌ
クレオシドキナーゼを過剰発現という二つの点から，ゲノム上での望まない遺伝子変異を誘
起することが懸案される。著者が用いたプロトコルでは，dPを加えたときに，遺伝子変異頻
度が 15倍高まるのみであった（Figure 2.10および Table 2.2）。1回のリコンビニアリング
操作においては，4.6 Mbpのゲノム上に起こりえる塩基変異の数は，6 x 10-8 [mutation/bp] x 

4.6 x 106 [bp] x = 0.2 mutation/cellとなり，得られた組換え体 100細胞のうち，20細胞で一
カ所だけ変異が起きている計算になる。これを数回繰り返すことを考えると，ゲノム上に望
まない変異が起こるリスクは無視できない。 

dP 濃度が 100 nM 以下では，hsvTK を発現しない細胞の遺伝子変異に殆ど影響を
与えない（Figure 2.10）が，同時に細胞死の効率もわずかに低下する（Figure 2.6(B)）。そ
のため，hsvTKの dPキナーゼ活性の改良，すなわち hsvTKの発現量を高める，より高い dP

キナーゼ活性を示す（とくに dPに対して低い KMを示す）キナーゼ遺伝子を探索する，とい
った工夫や，あるいはヌクレオシドインポータ(40)の追加発現によって，ネガティブ選択の
過程に必要な dP 濃度を低減し，細胞の遺伝子変異頻度に影響しないようなネガティブ選択
プロトコルの確立が望まれる。 
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2.4. 実験項 

2.4.1. 試薬 

6-(ß-D-2-deoxyribofuranosyl)-3,4-dihydro-8H-pyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-one (dP) (41)は，
Berry and Associates (Bishop Circle East, Dexter, MI; cat. PY7270)から購入した。オリゴヌ
クレオチドは FASMAC Co., Ltd (Kanagawa, Japan)によって合成された。他の全ての試薬は
特級試薬を用いた。抗生物質は必要に応じて以下の濃度で培地に添加した:50 µg/mL カルベ
ニシリン (Carb), 30 µg/mL クロラムフェニコール (Cm), and 50 µg/mL カナマイシン (Km)。 

 

2.4.2. エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞の調製 

エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞は，DatsenkoおよびWannerらによって
記述された方法(42)にしたがって調製された。簡潔には，pKD46を保持する細胞を，50 µg/mL

の Carb.および 10 mMのアラビノースを含む LB培地で培養し，Lambda-RED酵素の発現が
誘導した。OD (λ= 600 nm)が 0.4-1.0に達したとき，細胞を氷冷しながら，滅菌水および 10% 

v/vグリセロールで 2回ずつ洗浄し，最後に 20% v/vグリセロールで懸濁することで，エレク
トロポレーション用コンピテント細胞を作製した。得られたエレクトロポレーション用コン
ピテント細胞(40 µL)に，100 ngの PCR断片を加え（氷上），この混合液は 0.1-cm-gapのキ
ュベットの中でエレクトロポレーションされた（1.8 kV in a Gene Pulser electroporation 

apparatus (Bio-Rad, Hercules CA)）。 

 

2.4.3. 株およびプラスミド 

本章で使用した全てのプラスミドを，Table 2.6に示す。大腸菌株 K-12 MG1655株を全ての
実験で使用した。一部，プラスミド作製のために，大腸菌株 XL10-Gold-Kanr (Stratagene, La 

Jolla, CA, USA) を使用した。pKD46プラスミド(42)は，L-アラビノースによって
Lambda-RED組換え系を誘導するために，ゲノム編集の前に MG1655およびその派生株に導
入した。 

MG1655-tdk (MG1655∆tdk::tetRA) は，tdk遺伝子を PCR増幅した tetRAカセット
で置換することにより作製した。MG1655∆lacZ::hsvTK-cat は，次のように作製した: lacZ座
位を標的としたホモロジーアームを付した hsvTK-catカセット(HC カセット)を PCR増幅に
より調製した（プライマーおよびテンプレートは Appendix 1に示す）。 この HC カセット
を MG1655株にエレクトロポレーションし，形質転換体を，Cmを含む培地で濃縮した。得
られた MG1655∆lacZ::hsvTK-cat 株の dP感受性（dPキナーゼ活性）は，dP（1 µM）を含
む LB寒天培地に細胞をスポット植菌することにより調べた。 
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2.4.4. dP選択と選択効率の評価 

ゲノムにコードされた hsvTKと，dPを用いたネガティブ選択の効率(Figure 2.6)は，ゲノム
に導入された HCカセットを PCR増幅された，1 kbpのホモロジーアームを上下流に付した
3 kbpの lacZ遺伝子断片で置換することで調べた; 500 ngの精製 DNA断片を，40 µLのエレ
クトロポレーションのためのコンピテントセル（MG1655∆lacZ::hsvTK-cat）に加え，エレク
トロポレーションした。得られた形質転換体の培養液を 1 mLの LB培地に懸濁し，振とう培
養（37°C，3 h）した。培養された細胞は，dP(1 µM)を含む LB培地に植菌された。1-8時間
の振とう培養（37°C, 200 r. p. m.）の後，, 培養液の一部を LB寒天培地（0.4% wt/v X-Gal

および 0.1 mM IPTGを含む）に植菌し，37°Cで一晩培養した。各時間で，組換え体/非組換
え体の比を，青/白コロニーの比から決定した。 

 

2.4.5. 遺伝子変異頻度の測定  

プラスミド pKD46を保持する MG1655株，およそ 106細胞を，100 µg/mLのアンピシリン
を含む LB培地（2 mL）に植菌し，dP (0, 1, 10, 100 and 1000 nM, 終濃度)を，培養液に添加
した。6時間後に，培養液の一部を，リファンピシンを添加した/していない(rif assay (43)，
LB寒天培地（dP不在）に植菌した。37℃で 12時間培養し，コロニー形成数を計測した。文
献によれば(44)，rpoB遺伝子には，リファンピシンへの大腸菌の耐性化をもたらす，10カ所
のユニークな塩基部位がある。このことから，遺伝子変異頻度を式（1）により定義し，算出
した。 

リファンピシン耐性細胞数 [c. f. u.] / 全細胞数 [c. f. u.] ×10  (1) 

Table 2.6. 本章で使用したプラスミド 

Plasmid name Genotype Ori/marker Source 

pMW-hsvTK-cat Plac-hsvTK-cat pSC101/Kmr This study 

pAC-pJ23116-hsvtkmod pJ23116-hsvtkmod p15A/Cmr This study 

pHK pT5-hsvTKmod-pL-Kmr  ColE1/Ampr This study 

pKD46 pBAD/AraC-Lambda REDγβα pSC101/Ampr (42) 

ptrc-hsvtk ptrc-hsvtk pBR322/Ampr This study 

ptrc-Dmdnk ptrc-Dmdnk pBR322/Ampr This study 

ptrc-Ectk ptrc-Ectk pBR322/Ampr This study 

ptrc-T4tk ptrc-T4tk pBR322/Ampr This study 

ptrc-hsvtkE83K ptrc-hsvtkE83K pBR322/Ampr This study 
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第三章 

ネガティブ選択におけるセレクションエスケープの低減 

 

概要 
前章では，Herpes Simplex Virus thymidine Kinase (hsvTK)の dPキナーゼ活性が，液体操作
で効率よく選抜できる優れたネガティブ選択マーカーであることを示した。しかしながら，
hsvTK の，遺伝子変異による機能失活によって，ネガティブ選択を生き残る細胞（セレクシ
ョンエスケープ）が生じるという問題があった。本章では，hsvTK の機能失活による，セレ
クションエスケープの発生を防ぐ為の，一連の改良について述べる。特に，hsvTK を重複す
ることで，セレクションエスケープの頻度を最大で 106倍低減することに成功した。 
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3.1. 緒言 

細胞内の遺伝子機能は，点突然変異や組換え反応による欠失などによって，偶発的に失われ
る。ネガティブ選択マーカーの機能についても例外ではなく，細胞内の変異（e. g. 大腸菌で
は 10-9-10-10 変異/bp (1)で点突然変異が，大腸菌の近縁種のサルモネラ菌では 1.0-25 x 10-10 

deletion/cell/generation/2-kbp(31)の頻度で起こる）によってネガティブ選択マーカーそのも
のの機能が失われ，ネガティブ選択を生き残る細胞，すなわち”セレクションエスケープ”を生
じる。一晩大腸菌を培養する（例えば，104細胞から 109細胞まで増殖する~およそ 20世代に
相当する）と，ある 300アミノ酸（900 bp）のタンパク質遺伝子に変異が生じる確率は， 

 

 20 (世代) x 900 (bp) x 10-9 (変異または欠失/bp) = 2 x 10-6 

 

である。ネガティブ選択マーカーに起こる変異のうち，25-30%が機能失活をもたらすという
推定(2,3)に基づけば，およそ 10-6-10-5の頻度で，セレクションエスケープが生じる。 

第ニ章で述べた Herpes Simplex Virus thymidine kinase (hsvTK)と変異原性ヌクレ
オシド dPを用いたネガティブ選択系も例外ではなく，~10-5の頻度でセレクションエスケー
プが生じる（cf. 2.2.7項）。ネガティブ選択マーカーの遺伝子サイズや機能によって頻度にわ
ずかな差はあるものの，遺伝子変異によって生じるセレクションエスケープは，全てのネガ
ティブ選択マーカーに共通する問題である（Table 3.1）。組換え操作あたりで発生する組換
え体の数（10-6-10-4(4)）を考慮すると，セレクションエスケープは，偽陽性の主要な原因の
一つである（Figure 3.1）。組換えの頻度そのものを高めることができれば，セレクションエ
スケープが偽陽性として現れる頻度は相対的に小さくなる。しかしながら，最も成功した例
(5)においても，数倍の上がり幅しかなく，セレクションエスケープの低減は，ゲノム工学に
おける重大な問題である。 

 

 

Figure 3.1 セレクションエスケープに由来する偽陽性の発生 
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Table 3.1. 既存のネガティブ選択マーカーとセレクションエスエープの頻度 

Negative Selection 

marker(s) 
Drug(s) Selection escape frequency [-] References 

sacB Sucrose 2.3 x 10-5 (11) 

tetA Fusalic Acid 9.4 x 10-4 (11) 

rpsL Streptomycin 5.7 x 10-5 (11) 

tolC Colicin E1 N. T. (7,8) 

galK 
2-deoxy-galactose-

1-phosphate 
N. T.  (12) 

thyA dihydrofolate N. T. (13) 

upp 5-Fluoro Uracil N. T.  (14) 

rpsL-tetA 
Streptomycin/ 

Kanamycin 
1.1 x 10-6 (11) 

sacB-rpsL 
Streptomycin/ 

Sucrose 
N. T. (15) (10) 

tetA-sacB 
Fusalic acid 

/Sucrose 
<6 x 10-7 (16) 

N. T.; Not Tested. 
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細胞の遺伝子変異そのものを大きく低減することは困難であり(6)，ネガティブ選択
マーカーそのものが機能を失う頻度そのものは変えられない。しかし，ネガティブ選択マー
カーの機能失活を避ける試みは，二通りの方法がある。一つは，ポジティブおよびネガティ
ブ選択マーカー両方の機能を一つの遺伝子内にもつ”デュアル選択マーカー”を使用すること
である。ネガティブ選択マーカーの機能が失活した変異体は，ポジティブ選択マーカー機能
についての選択圧の存在下で淘汰される（Figure 3.2）。例えば tolCマーカー(7,8)は，界面活
性剤（例えば SDS）や抗生物質（バンコマイシンなど）への耐性および Colicin E1の毒化活
性をそれぞれポジティブ/ネガティブ選択マーカーとして利用する。界面活性剤の存在下では，
界面活性剤を細胞外へ排出できる，すなわち，TolCが機能する細胞のみが生存する。このと
き，TolCによるネガティブ選択のセレクションエスケープは，TolCそのものではなく，こ
れと共同して機能する，TolQRAの機能損失へと移る。 

 もう一つは，ネガティブ選択マーカーを 2コピー用いることで，片方の機能損失を
もう片方の遺伝子機能で補う方法である（Figure 3.3）。このようなアイデアは，Programmed 

Cell Death機構（PCD機構）の分野では報告がされている。例えば，L. B. Jensenらは，gef

という自殺遺伝子を，Pseudomonas 菌のゲノムに 2 コピー導入することによって，単独で
は 10-6であったセレクションエスケープの頻度を，10-8まで低減することに成功している(9)。
ゲノム工学のコンテキストでも，ネガティブ選択系を二種類組み合わせて使用する例がいく
つか知られている（Table 3.1）。 

第二章で，hsvTK/dPによるネガティブ選択系におけるセレクションエスケープク
ローンのほとんど（9/9）が，hsvtk遺伝子への変異（これを on-site変異と呼ぶ）であり，ゲ
ノム上の他の部位への変異（off-site変異）によって dPに対して耐性化したクローンは見ら
れなかった。そこで本章では次の 3つの方法によって，hsvTKにおこる失活変異によって生
じる dP選択の”セレクションエスケープの低減することを試みた。一つは，hsvTKのデュア
ル選択マーカーとしての機能を利用すること，二つ目は，hsvTKをポジティブ選択マーカー
と融合し，デュアル選択マーカー化すること，および 3つ目は，hsvTKを 2コピーもつ選択
カセットを用いること，である。そのうち，hsvTKの二コピー化が，セレクションエスケー
プの低減に関して，特に有効であることがわかった。 
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Figure 3.2. SDS 排出活性に対するポジティブ選択による TolC 不活性変異体の除去 

 

  

 

 

Figure 3.3. ネガティブ選択マーカーの重複によるセレクションエスケープの低減 
(A) gef遺伝子を単独で用いる場合，失活変異が起こるとその殺菌効果は失われる，(B)gef
遺伝子を 2コピー用いると，片方の gef遺伝子が失活してももう一方によって殺菌効果が担
保される。 
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3.2. 結果 

3.2.1. hsvTKのチミジンキナーゼ活性を用いたポジティブ選択（dT セレクション） 

DNA合成の直接の前駆物質であるデオキシチミジン三リン酸(dTTP)の細胞内での供給は，de 

novo経路とサルベージ経路により担われている。de novo経路はデオキシチミジン一リン酸
(dTMP)合成を経て dTTPを合成するが，この経路は 5-フルオロ-2’-デオキシウラシル（5FdU）
を加える停止することが知られている(17)。5FdU は，細胞内で代謝され，5-フルオロ-2’-デ
オキシウリジン一リン酸 (5FdUMP) となる。5FdUMP は dTMP 合成酵素(ThyA)の阻害剤で
あり，これが存在すると細胞内の dTMP合成が阻害される。この状況下では，細胞の増殖は，
外因性のデオキシチミジン(dT)を用いて dTTP を合成するサルベージ経路に依存するため，
TK欠損の細胞では増殖が完全に止まる。tdk欠損の細胞に hsvTKを導入すると，そのサルベ
ージ経路が相補される。つまり，tdk欠損細胞の生存は hsvTK の発現に依存する。 

このようなメカニズムを利用して，チミジンキナーゼやその関連酵素活性の活性機
能選択法がなされてきた（dTセレクション，Figure 3.4）(18,19)。他の様々なヌクレオシド
アナログも，dTと基質ポケットを共有していることや，dTと dPとが良く似た構造を持つこ
とから，dP キナーゼ活性の喪失は，dT キナーゼ活性の喪失を伴う予想される。そのため，
dTキナーゼ活性についての”ポジティブ選択”によって，dPキナーゼ活性を失った変異体は除
かれると考えられる（Figure 3.5）。 

 

 

Figure 3.4. hsvTKのチミジンキナーゼ活性に対するポジティブ選択機構 
tdk-株は，hsvTKの発現によってチミジンサルベージ経路が補われることによって，5FdUの
存在下でも生育できる(19)。一方，hsvTKを発現しない細胞は，5FdUの存在下では，チミジ
ン欠乏により死滅する。 
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Figure 3.5. dTキナーゼ活性に対するポジティブ選択による hsvTK 失活変異体の除去 
 

 

3.2.2. dTセレクションによるセレクションエスケープの低減 

大腸菌株 MG1655，およびその lacZ遺伝子が，hsvTK-catカセットで置き換えられた大腸菌
株（MG1655∆lacZ::hsvTK-cat）に対し，大腸菌がゲノム上のチミジンキナーゼ（tdk）遺伝
子をテトラサイクリン耐性遺伝子と置換し，大腸菌株 MG1655-tdk, および大腸菌株
MG1655-tdk∆lacZ::hsvTK-catを作製した。これらの大腸菌株を，5FdU（40 µg/mL）と dT（0-80 

µg/mL）の存在下で培養し，hsvTKがゲノムに導入された株が選択的に増殖する dT濃度を探
索した（Figure 3.6）。培地中に dTを加えない場合，どちらの株も生育しなかった。一方で，
dTを加えると，hsvTKを発現しない細胞は，全く増殖しなかったのに対し，hsvTKを発現す
る細胞は生育した。このことから，この培養条件では，hsvTK を発現する細胞だけが選択的
に増殖することが示された。 
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Figure 3.6. dT選択による hsvTK発現細胞の選択的な増殖 

12 時間培養後の細胞培養液の濁度（OD600）を測定した。Open Circle：大腸菌
MG1655-tdkΔlacZ::hsvTK-cat (hsvTK+), Closed Circle: 大腸菌 MG1655-tdk (hsvTK-) 

 

 

5FdU を加えて培養した細胞集団では，hsvTK が dT キナーゼ活性を持つ細胞のみ
が濃縮されているはずである。そこで，5FdU（40 µg/mL），dT（40 µg/mL））存在下で培養
した細胞について，セレクションエスケープの頻度を調べたところ，2 x 10-5であり，5FdU/dT

が存在しない条件で培養した場合の頻度（8 x 10-5）と比べて，4倍ほど低下した（Figure 3.7）。
このことから，細胞集団のなかに生じた dP キナーゼ活性を失った変異体の 1/4 は，dT キナ
ーゼ活性も失っているために，Figure 3.5に示す原理で，わずかながら除去されたと考えら
れる。残る 3/4は，どうやって dPセレクションを逃れたのだろうか。 

残る 3/4の細胞は，1) dPキナーゼ活性だけが選択的に失われたため，あるいは 2) 

hsvTK に dP キナーゼ活性の喪失をもたらす変異が起こっても，ポジティブ選択を生存する
に十分な dT キナーゼ活性が残存するため，に生じたと考えられる。dT キナーゼ活性は，そ
の活性が 1/1000 に低下しても，細胞の生育に十分な dTMP を生成することが報告されてい
る(20)。そのため，後者の理由で，3/4の細胞が現れたと考えている。Figure 3.5に示す原理
で，セレクションエスケープの頻度をさらに低減するためには，dPキナーゼ活性を高めるか，
あるいは相対的に dT キナーゼ活性を低下させるようなタンパク質工学/進化工学が必要であ
る。 
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Figure 3.7. dT選択の有無がセレクションエスケープ頻度に与える影響 

 (A) dTセレクション操作のスキーム; 5FdU(40 µg/mL)および dT (20 µg/mL) 存在下で培養し
た後に，LBプレートまたは LB-dP(1,000 nM)プレートに植菌し，生菌数を計測した，(B) dT

セレクションをした/しない場合のセレクションエスケープの頻度，セレクションエスケープ
の頻度は次式で算出した;  

[LB-dPプレートに形成されたコロニー数]/[LBプレートに形成されたコロニー数] 
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3.2.3 hsvTK とポジティブ選択マーカーの融合による hsvTK のデュアル選択マーカー化 

タンパク質に起こるランダム変異のうち，25-30%が失活変異であると推定されている(2,3)。
他方，コドン表から計算される”ナンセンス変異” （アミノ酸をコードするコドンが，翻訳の
終結をコードするコドンに変異し，ポリペプチド合成が途中で止まる変異）の割合は，hsvTK

の場合，3%である。大部分の変異は，1) 基質との結合ポケットや反応ポケットのアミノ酸
が換わり，反応が起こらなくなる変異や，あるいは 2) 酵素そのものの構造不安定化をもたら
し，その細胞内濃度が低減する，といった効果をもたらす変異である。実験的には，ランダ
ム変異の多くが前者であることが知られている(21)  

 不安定化した酵素変異体を除く工夫は，酵素の安定化を目指した進化工学の分野で
はよく知られている(22)。Maxwelらは，酵素の安定性を高めるために，対象の酵素遺伝子と，
ポジティブ選択マーカーを融合した(23) 。ここでは，酵素遺伝子とポジティブマーカー，こ
こではクロラムフェニコール耐性遺伝子（cat）を融合し，酵素の安定性が高まる，すなわち
その細胞内濃度が向上したとき，クロラムフェニコール耐性も同時に向上することを利用す
る。酵素が安定化すれば，クロラムフェニコール耐性を指標にそれを選択することができる。
裏を返せば，酵素が一定以上不安定化する，あるいは酵素そのものが発現しなくなる変異（ナ
ンセンス変異，フレームシフト変異など）場合には，クロラムフェニコール耐性が低下する。
この原理を，hsvTKに起こる構造不安定化や，hsvTKそのものが発現しなくなる変異への処
方箋として利用することを試みた。 

hsvTKと融合するポジティブ選択マーカーとして，カナマイシン耐性遺伝子（Kmr），
ブレオマイシン耐性遺伝子（ble），およびクロラムフェニコールアセチルトランスフェラー
ゼ遺伝子（cat）を選んだ。これらは最も広く使われているポジティブ選択マーカーであり，
プラスミド保持やゲノム工学においてよく使われてきた。真核細胞における遺伝子工学研究
の分野では，Kmr (24)および ble (25)は過去に hsvTK遺伝子と融合され，そのポジティブ/ネ
ガティブ選択マーカーとしての機能が確認されている。これらの報告に次いで，著者も hsvTK

の終止コドンを除き，ポジティブマーカーの N末端と繋ぐことによって，融合マーカーを作
製した（Figure 3.8）。 
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Figure 3.8. hsvTKと様々なポジティブ選択マーカーとの融合デザイン 

 (A) hsvTK::kmr，(B) hsvTK::ble，および(C) hsvTK::catの，hsvTKとポジティブマーカーと
の融合部位の塩基（上側）およびアミノ酸（下側）の配列を示す。 

 

 

3.2.4 融合マーカーを用いたネガティブ選択 

融合マーカーの，ネガティブ選択マーカーとしての機能を評価するために，各種融合マーカ
ーをコードするプラスミドで，大腸菌を形質転換し，得られた形質転換体をさまざまな濃度
の dP存在下で培養した（Figure 3.9）。融合マーカーを発現する細胞は，dP濃度の増加とと
もに生菌数が減少した。一方，コントロール株（融合マーカーの換わりに GFPUVを発現する
プラスミドを持つ）では，同じ条件下で，生菌数の低下は全く起こらなかった。1,000 nMの
存在下における，hsvTK::Kmr, hsvTK::ble, および hsvTK::CATの 選抜効率（dP不在/存在時
の生菌数の比）は，それぞれ 3 x 106, >5 x 107，および 1 x 105であり，3者のなかでは，
hsvTK::bleが最も優れていた。 
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Figure 3.9.  融合マーカーのネガティブ選択マーカーとしての性能 

様々な濃度 (0-1,000 nM)の dP の存在下で 3時間培養した後の生菌数 *: コロニー形成がみ
られなかった。Error bar; ± SD (N=3)。 

 

 

3.2.5. 融合マーカーを用いたポジティブ選択 

融合マーカーの，ポジティブ選択マーカーとしての機能を評価するために，各種融合マーカ
ーをコードするプラスミドで，大腸菌を形質転換し，得られた形質転換体を各種抗生物質（カ
ナマイシン，ゼオシン，クロラムフェニコール）の存在下で培養した。カナマイシン 50 µg/mL

で 3時間培養すると，コントロール株（hsvTK::Kmrの換わりに GFPUVを発現するプラスミド
を持つ）の生菌数はカナマイシン不在時の 10-6にまで低下した。一方で，hsvTK::Kmrを発現
する大腸菌は，同じ条件下で，生菌数の低下は全く起こらなかった。そのようにして，
hsvTK::APHは，効率のよいポジティブ選択マーカーとして使用できることがわかった。カナ
マイシンは，静菌ではなく殺菌効果を示す抗生物質であるため(26)，ポジティブ選択操作に
は 3時間という短い時間で十分であった。 

作製した 3 つの融合マーカーの中で，hsvTK::Kmrは， hsvTK::Ble や hsvTK::CAT

より優れていた;1) hsvTK::Ble もカナマイシンに匹敵するポジティブ選択マーカー機能を示
したが，調べた全ての濃度において，選択効率（薬剤不在/存在時の生菌数の比）はカナマイ
シンに劣っていた(Figure 3.10(A)および (B))。ゼオシン濃度をさらに高めることで，選抜効
率の改善が見込めるものの，高濃度のゼオシン処理はゲノム DNAの断片化を引き起こし，変
異を誘発するため，これ以上の条件検討は行なわなかった。2) hsvTK::CAT は，調べたすべ
ての条件において，選択効率は 100を超えず（Figure 3.10(C)），クロラムフェニコールが静
菌的な抗生物質であることを反映した(27)。3.2.4項の実験結果とあわせて，ゲノム工学を試
みる融合マーカーとして，hsvTK::Kmrが優れていると結論した。 
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Figure 3.10. 融合マーカーのポジティブ選択マーカーとしての性能 

様々な濃度の(A)カナマイシン，(B)ゼオシン，および(C)クロラムフェニコールの存在下で 3

時間培養した後の生菌数，*: コロニーは形成されなかった。Error bar; ± SD (N=3)。 

  

3.2.6. APHとの融合化によるセレクションエスケープの低減 

hsvTK::aphが，プラスミドにコードされるときには，ポジティブ/ネガティブ選択マーカーと
して優れていることを示した。ゲノム上でも，同様に機能することを調べるために，
hsvTK::kmr をポジティブ/ネガティブ選択マーカーとした選択カセット（H::K casette）を用
いてゲノム工学を試みた。まず，ゲノム上の lacZ遺伝子と，hsvTK::kmrマーカーとの置換を
行い，カナマイシン選択を行うことで，大腸菌株 MG1655∆lacZ::pT5-hsvTK::Kmrを得た。 

得られた組換え体（MG1655∆lacZ::pT5-hsvTK::Kmr）について，そのセレクション
エスケープの発生頻度を調べた（Figure 3.11）。hsvTKと Kmrの場合には，カナマイシン不
在時には 4 x 10-6 であり，カナマイシンが存在してもその頻度はほとんど変わらなかった。
一方，H::K cassetteの場合，カナマイシン不在時に，4 x 10-2もの頻度でセレクションエスケ
ープが生じた。これは，hsvTK を Kmrと融合することによって dP キナーゼ活性が低下して
いるためである。一方で，カナマイシンの濃度が高まるにつれて，セレクションエスケープ
の頻度はやや低下し，100 µg/mLのカナマイシン存在時には，6 x 10-3にまで低減された。こ
のことは，3.2.3 項で述べた原理によって hsvTK に不安定化変異が起きた細胞を除去できて
いるためと考えられる。  

hsvTK::Kmrには，その安定性を高める，すなわち発現量を高める変異がわかってい
る（Appendix 2）。この変異体（H::Kmutant Cassette, Figure 3.11）も，同様にゲノムに導入
して，セレクションエスケープの頻度を調べたところ，カナマイシン不在時には 2 x 10-6の頻
度でセレクションエスケープが生じた。これにカナマイシンを加えたところ，カナマイシン
濃度の増加とともにセレクションエスケープ頻度は減少し，ついに HK cassetteの 1/10，す
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なわち 4 x 10-7にまで低減された。これは，hsvTKに変異が起きた細胞のうち，構造不安定
化や，hsvTK そのものが発現しなくなる変異が起きた hsvTK::APH はカナマイシン耐性を失
っているために，カナマイシン存在下では，セレクションエスケープとして現れることがな
くなったためである。 

 

 

 
Fig. 3.11. カナマイシンセレクションの有無が hsvTK::Kmrの融合マーカーのセレクション
エスケープ発生頻度に与える影響; 各種セレクタをゲノムに持つ組換え体クローンについて，
LB培地で一晩培養した後，0または 1,000 nMの dPおよび 0-100 µg/mLのカナマイシン（Km）
を含む LB固体培地に spot植菌し，37℃で 12時間培養した。形成されたコロニーの比から
セレクションエスケープの頻度を算出した。 
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3.2.7. hsvTKの直列重複によるセレクションエスケープの低減 

hsvTKを2コピー持つ，新たな選択カセット（HHKカセット）を作製し，一方のhsvTKに変異
が起こり，そのdPキナーゼ活性が失われても，もう一方のhsvTKのdPキナーゼ活性がそれを
補償する，という原理でセレクションエスケープの頻度を低減できないか検討した（Figure 

3.12(A)）。hsvTKが1コピーの場合（HKカセット），セレクションエスケープの頻度はおよそ
10-6であるから，2つのhsvTK遺伝子がともに変異によって不活性化される確率は，一つの場
合の2乗，すなわち10-6 x 10-6 = 10-12と推測される。 

 大腸菌では，25 bp以上の相同配列どうしで，相同組換えが起こるため(28-30)， 全
く同じhsvTK遺伝子を並べれば，hsvTK間で相同組換えが頻発し，二つのhsvTK遺伝子が両方
とも欠失して，セレクションエスケープが起こりえる。そこで，コドンを変更したhsvTK遺
伝子（hsvTKmod）を合成した。これら二つの遺伝子間の相同性は72%であり，最も長い相同
配列はわずか11 bpである（Figure 3.13）。 

 こうして作製した HHKカセットをゲノムに導入した大腸菌について，dP培地で生
存する，すなわち，hsvTK の機能が不活性化された細胞の生じる頻度を調べた。すると，そ
の頻度は 1 x 10-9であり，HKカセットのそれ（1 x 10-6）に比べて 1000倍低減することがで
きた（Figure 3.12(B)）。しかしながら，計算上の，二つの hsvTKがともに不活性化される
頻度（10-12）には及ばなかった。その原因を調べるため，dP培地上に生存した細胞について，
HHKカセット部分の配列解析を行なった（Figure 3.14）。その結果，dP培地に生えた細胞
の全て（4/4）において，二つの hsvTK 間で欠失が起きていることがわかった。その発生頻
度 は ， ゲ ノ ム 上 で ラ ン ダ ム に 起 こ る 組 換 え の 頻 度 （ 1.0 x 10-10 to 2.5 x 

10-9/cell/generation/2-kbp(31)，大腸菌の近縁種である Salmonella 菌ゲノムで測定された値）
におおよそ一致する。このことから，2つの hsvTK遺伝子の欠失は，相同配列を介さない，
偶発的な事象であると推察される。 
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Figure 3.12. hsvTKの直列重複がセレクションエスケープの頻度に与える影響 

(A) hsvTKの重複によりセレクションエスケープの頻度が低減される原理，dPs; dP感受性, 

dPr; dP耐性，(B) HKおよびHHKカセットの場合に生じたセレクションエスケープの頻度 
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Figure 3.13. 野生型 hsvTK遺伝子とそのコドン修正型との配列アライメント 
; 互いに一致する塩基がハイライトされている 
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Figure 3.14. MG1655∆lacZ::HHKカセット株から生じたセレクションエスケープの配列解
析, 各セレクションエスケープのクローンについて，欠損領域を上段に示す。また，その結
果として転写・翻訳され得る hsvTK 変異体をその下段に示す。 
 

 

 

 

3.2.8. hsvTKの入れ子型重複によるセレクションエスケープの低減 

hsvTKの欠失を防ぐために，ポジティブマーカーであるカナマイシン耐性遺伝子（Kmr）を，
hsvTKと hsvTKmodによって挟んだ形の選択カセット（HKHカセット）を作製した（Figure 

3.15(A)）。二つの hsvTK遺伝子の欠失はカナマイシン耐性遺伝子（Kmr）の欠失を伴い，カ
ナマイシン耐性を失うため，カナマイシン存在下では，非相同組換え体は増殖しない。この
HKHカセットについて，セレクションエスケープの発生頻度を調べたところ，HKカセット
の 106倍，すなわち<2 x 10-12にまで低減できた（Figure 3.15(B)）。このことは，変異によ
る dP耐性化が，ゲノム上の hsvTKの失活以外の理由では起こりにくいことを示している。 
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Figure 3.15. hsvTKの入れ子型の重複がセレクションエスケープの頻度に与える影響 

(A) hsvTK-Kmr-hsvTK型にすることよって，セレクションエスケープの頻度が低減される原
理二つの hsvTKの欠失は，必ずカナマイシン耐性の喪失を伴う，dPr; dP耐性，dPs; dP感受
性，Kmr; カナマイシン耐性，Kms; カナマイシン感受性，indel; 挿入 (insertion)および欠失
(deletion), (B) HKおよび HKHカセットの場合に生じたセレクションエスケープの頻度，Error 

bar; ± SD (N=3)。 
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3.3. 考察 

hsvTK/dP系では off-site変異による dP耐性化の頻度は非常に低かった 

本章では，hsvTKにおこる失活変異によって生じる dP選択の”セレクションエスケープの低
減することを試みた。特に hsvTKをニコピーもつ選択カセットを用いることで，二つの hsvTK

遺伝子を重複させることで，セレクションエスケープの頻度を 2 x 10-12以下にまで低減する
ことに成功した。この頻度は，hsvTKを一つだけ用いる場合から推定される，二つの hsvTK

遺伝子両方に失活変異が起こる確率（3 x 10-6）2 = 9 x 10-12に近しい。また，HKカセットが
挿入された大腸菌から生じるセレクションエスケープの hsvTK 座位を PCR 増幅し，別の大
腸菌のゲノムに移したところ，得られた大腸菌は dP に対して耐性を示した（第ニ章，2.2.7

項）。このことは，hsvTK 遺伝子（on-target）以外の部位に起こる変異（off-site 変異）によ
る，dPに対する耐性化の頻度は，非常に低い（2 x 10-12以下） ことがわかる。 

 一般に，単純なネガティブ選択マーカーの重複だけで，セレクションエスケープの
頻度を大きく提言することは難しい。Jensenらは，自殺遺伝子 gefを重複することで，単独
の場合（10-6）より，セレクションエスケープの頻度を 100 倍低減することに成功した (9)。
しかしながら，単独の場合の二乗（10-6）2 = 10-12には及ばない。これは，ゲノム上の他の部
位に，gef 遺伝子の活性を無効化する起こる遺伝子変異（off-target 変異）が，二つの gef 遺
伝子両方に遺伝子変異が起こるよりも高頻度に起こるためと推測される。Gregg らは，ネガ
ティブ選択マーカーtolCを用いたネガティブ選択系において，tolC(on-target)そのものではな
く，tolCと共同して機能する，tolQRA遺伝子を重複することによって，セレクションエスケ
ープを低減することに成功した。二つ以上のネガティブ選択法を併用することで，off-siteへ
の変異にも対処し，セレクションエスケープを大きく低減した例も知られている(16)。 

 hsvTK/dP を用いたネガティブ選択系で，hsvTK の重複がセレクションエスケープ
の 6桁以上の低減をもたらしたのは，dPに対する耐性化が，hsvTKの失活以外に起こり得な
いためである。このことは他のネガティブ選択系と異なる本選択系にユニークな点である。
この性質のため，hsvTK 遺伝子を 3 コピー化すれば，hsvTK の失活による dP 耐性化はさら
に起こりにくくなると予想される（（10-6）3 = 10-18）。 
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3.4. 実験項 

3.4.1. 試薬 

6-(ß-D-2-deoxyribofuranosyl)-3,4-dihydro-8H-pyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-one (dP) (32)は，
Berry and Associates 社(Bishop Circle East, Dexter, MI; cat. PY7270)から購入した。オリゴ
ヌクレオチドは FASMAC Co., Ltd (Kanagawa, Japan)によって合成された。他の全ての試薬
は特級試薬を用いた。抗生物質は必要に応じて以下の濃度で培地に添加した:50 µg/mL カル
ベニシリン (Carb), 30 µg/mL クロラムフェニコール (Cm), および 50 µg/mL カナマイシン 

(Km)。 

3.4.2. 株およびプラスミド 

本章で使用した全てのプラスミドを，Table 3.2に示す。大腸菌株 K-12 MG1655株を全ての
実験で使用した。一部，プラスミド作製のために，大腸菌株 XL10-Gold-Kanr (Stratagene, La 

Jolla, CA, USA) を使用した。pKD46プラスミド(33)は，L-アラビノースによって
Lambda-RED組換え系を誘導するために，ゲノム編集の前に MG1655およびその派生株に導
入した。 

本章で使用した全ての株を，Table 3.3.に示す。MG1655-tdk (MG1655∆tdk::tetRA) 

は，tdk遺伝子を PCR増幅した tetRAカセットで置換することにより作製した。
MG1655∆lacZ::hsvTK-cat は，次のように作製した: lacZ座位を標的としたホモロジーアーム
を付した hsvTK-catカセット(HC カセット)を PCR増幅により調製した（プライマーおよび
テンプレートは Appendix 1に示す）。この HC カセットを MG1655株にエレクトロポレー
ションし，形質転換体を，Cmを含む培地で濃縮した。得られた MG1655∆lacZ::hsvTK-cat 株
の dP感受性（dPキナーゼ活性）は，dP（1 µM）を含む LB寒天培地に細胞をスポット植菌
することにより調べた。 

 

Table 3.2. 本章で使用したプラスミド 

Plasmid name Genotype Ori/marker 

pJ204-pT5- hsvTK::Kmr pT5- hsvTK::Kmr ColE1/bla 

pJ204-pT5- hsvTK::cat pT5- hsvTK::cat ColE1/bla 

pJ204-pT5- hsvTK::ble pT5- hsvTK::ble ColE1/bla 

pJ204-pT5- gfpUV pT5- gfpUV ColE1/bla 
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Table 3.3. 本章で使用した大腸菌株 

Strain Genotype 

MG1655 - (wildtype) 

MG1655-tdk ∆tdk::tetRA 

MG1655-tdk, ∆lacZ::hsvTK-cat ∆tdk::tetRA, ∆lacZ::hsvTK-cat 

MG1655∆lacZ::hsvTK-cat ∆lacZ::hsvTK-cat 

MG1655∆lacZ::hsvTKmod-Kmr ∆lacZ::hsvTKmod-Kmr 

MG1655∆lacZ::hsvTKmod=Kmr ∆lacZ::hsvTKmod=Kmr 

MG1655∆lacZ::hsvTKmod
mut=Kmr ∆lacZ::hsvTKmod

mut=Kmr 

MG1655∆lacZ::hsvTKmod-hsvTK-Kmr ∆lacZ::hsvTKmod-hsvTK-Kmr 

MG1655∆lacZ::hsvTKmod-Kmr-hsvTK ∆lacZ::hsvTKmod -Kmr-hsvTK 

 

3.4.3. エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞の調製 

エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞は，DatsenkoおよびWannerらによって
記述された方法(33)に従い調製された。簡潔には，pKD46を保持する細胞を，50 µg/mLの
Carb.および 10 mMのアラビノースを含む LB培地で培養し，Lambda-RED酵素の発現が誘
導した。OD (λ= 600 nm)が 0.4-1.0に達したとき，細胞を氷冷しながら，滅菌水および 10% v/v

グリセロールで 2回ずつ洗浄し，最後に 20% v/vグリセロールで懸濁することで，エレクト
ロポレーション用コンピテント細胞を作製した。得られたエレクトロポレーション用コンピ
テント細胞(40 µL)に，100 ngの PCR断片を加え（氷上），この混合液は 0.1-cm-gapのキュ
ベットの中でエレクトロポレーションされた（1.8 kV in a Gene Pulser electroporation 

apparatus (Bio-Rad, Hercules CA)）。 

 

3.4.4. TK セレクション 

大腸菌株 MG1655Δtdk::tetRA/pKD46，大腸菌 MG1655ΔlacZ::hsvTK-catΔ
tdk::tetRA/pKD46を，それぞれ LB-Amp培地 2 mLに植菌し，15時間，30ºCで振と
う培養した。一晩培養液を 1 mLの SOB培地（Amp. 100 µg/mL，Arab. 10 mM，5FdU 
40 µg/mL+/-，dT 0-80 µg/mL，IPTG 0.1 mM）で 48時間振とう培養(30ºC，1000 rpm)

し，細胞密度（OD600）を測定した。 
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3.4.5. dP セレクションエスケープの発生頻度の評価 

Table 3.3に示す各種大腸菌株を，LB培地（1 mL）で一晩培養（37℃，200 r. p. m.）した培
養液を，LB寒天培地（dP 0または 1000 nMを含む）に植菌した。セレクションエスケープ
の頻度を(1)式で定義し，算出した。 

 

セレクションエスケープの頻度 [-] = 生菌数 (dP 1,000 nM) [-] / 生菌数 (dP 0 nM) [-] （ 1） 
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第四章 

微生物ゲノムの多段階かつ連続な改変法 

 

概要 
リコンビニアリングは，微生物ゲノムを正確に，塩基レベルの解像度で編集することができ
る技術であり，フレキシブルなため，最も普及している。この手法は，2ステップの相同組
換えと，ポジティブ/ネガティブ選択を必要とする。効率のよいネガティブ選択マーカーの不
在が，手法のスループットを制限していた。加えて，”セレクションエスケープ”の発生が，本
手法組における組換えプールに影響を与えるため，リコンビニアリング操作の度に手作業で
取り除かなければならなかった。二章では，hsvTKの dPキナーゼ活性をネガティブ選択マ
ーカーに用いることで，迅速に，かつ液操作のみでゲノム組換え体を選択できることを示し
た。三章では，hsvTKを重複することによって，セレクションエスケープを大きく低減する
ことができた。本章では，リコンビニアリング法のスループットおよび堅牢性を改善するた
めに，ニおよび三章で作製したツールに加え，細胞数の調節という簡単な方法を加えて，シ
ームレスにかつ自動化可能なゲノム工学のプロトコルを実現した。本手法をもちいて，4ラ
ウンドのレコンビニアリングが，液体操作のみで，すなわち，途中でコロニー単離や遺伝型
の確認をすることなく，10日で完了することができた。 
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4.1. 緒言 

リコンビニアリングと呼ばれる，組換えを介したゲノム工学は，効率がよく便利な手法であ
り，ゲノム配列の欠失や置換，あるいは外来配列の挿入などを，ゲノム上のいかなる部位で
も，塩基レベルの解像度で実施できる。特に，ファージ由来のメカニズム（Lambda-REDシ
ステム(1)は，その簡便さと使い勝手の良さから，広く使われてきた。この手法は，遺伝子サ
イズ（> 1 kb）の塩基配列の相同組換えの低い効率（高くとも 10-4 組換え体/全細胞(2)）のた
めに，2 ステップの組換えと，引き続くポジティブ選択/ネガティブ選択から成る(1,3)。この
手法の問題の一つは，優れたネガティブ選択法の不在であった。これまでに使われてきたネ
ガティブマーカーは全て，固体培地か(4,5)，あるいは特別な遺伝型(6-11)を必要とするとい
う制約がある。 

 リコンビニアリングのもう一つの問題は，ネガティブ選択マーカーに，ゲノム複製
において変異が生じる，あるいはネガティブ選択マーカーの毒性効果に対する耐性化変異が
ゲノム中に起こることである。ひとたびこのような”セレクションエスケープ”が生じれば，こ
れらは速やかに細胞集団を占有し，続くステップでの組換え体の濃縮が不可能になる(8)。セ
レクションエスケープの発生頻度（10-6 to 10-5/cell）は，組換え体の収率（10-5 to 10-4/cell）
に匹敵するため，実験者は，手作業によっていくつかのコロニーを単離し，その遺伝型を分
析することにとって，正しい組換え体を得る，という操作を，組換えのステップ毎に行なわ
なければならない。原理的には，上述の問題さえ解決すれば，2 ステップのリコンビニアリ
ング法は，同じスキームで何度も繰り返すことができるだろう。 

2ステップのリコンビニアリング法は広く普及していること，そして遺伝子サイズ
のゲノム工学を，自動化可能なかたちで多重に繰り返す方法が不在を踏まえ，本研究では，
この手法の改善を目指してきた。第三章で，液操作で効率のよいネガティブ選択マーカーと
して， hsvTK/dP の組み合せが有望であることを明らかにした。これによりついに，ポジテ
ィブ選択とネガティブ選択の両方が液操作で行なえるようになったため，組換え工程それぞ
れが液操作で行なえるようになった。第四章ではさらに，ネガティブ選択マーカー（hsvTK）
を重複させることによって，ネガティブ選択におけるセレクションエスケープが大きく低減
できることを示した。本章では，ニおよび三章で得た知見を統合し，組換え操作の全工程を
液操作のみで実施するワークフロー（Figure 4.1）について述べる。 
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Figure 4.1. 多段階のリコンビニアリング操作 

1) まず，dP キナーゼ活性が，液操作による，迅速かつ効率のよいネガティブ選択系として
用いられた。dP 選択の機構は左パネルに示した。2) 次に，次ステップに移される細胞の数
は，培養液をアリコート分割することによって調節され，PCR由来の失活変異が，続くステ
ップに繰り越さないようにした。3) 最後に，hsvTK遺伝子の重複が，セレクションエスケー
プを大きく低減した。 
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4.2. 結果 

4.2.1. 細胞数の調節による PCR由来変異の除去 
最も高い複製忠実度を持つ（エラー頻度が小さい）DNAポリメラーゼを用いても，0.2-1%の
組換え体は，不活性化された hsvTKを持つ (cf. 二章 2.2.7 項 )。これをそのまま次の組換え
ステップ，すなわち選択カセットと外来配列の置換と，引き続く dP 選択へと持ち越すと，
dP選択に対する”セレクションエスケープ”が，10-3-10-2の頻度で生じる。Lambda-REDシス
テムを用いた組換え反応の頻度がおよそ 10-5-10-4（組換え体/ステップ）であることを考える
と，dP選択後の細胞集団のほとんど全てがセレクションエスケープの細胞であり，組換え体
は 10-3-10-1の頻度でしか得られない。このような，セレクションエスケープの発生は，自律
的な複製システムの建設においても重要な問題である(12-14)。これらの分野では，空間的に
隔離することによって，”ある種の細胞”だけを排除可能であることは，理論的(15-17)および
実験的(12)に示されてきた。 

 このような仕事に触発され，細胞集団をいくつかのアリコートに分割することで，
PCRによる遺伝子変異を持つ細胞を排除することを試みた。アリコートあたりの組換え体の
数を 10と設定すると，PCRのエラー頻度が 0.2%（cf. 二章 2.2.7 項および Table 2.4）の
とき，アリコートそれぞれの中に，PCRに由来する不活性化変異を hsvTK内に持つ細胞が混
ざり込む確率は 10%である。実際に，hsvTK カセットとカナマイシン耐性遺伝子（Kmr，第
二章）から成る選択カセット(HK cassette) (Figure 4.2(b))を用いて，最初のステップの組換
えすなわち， lacZ 遺伝子の pL-gfpmut3.1(18)カセットへの置換を試みた（Figure 4.2.(a), 

Round-1）。このとき，HKカセットエレクトロポレーションした，組換え体を含む細胞集団
を 10 倍ずつ希釈したシリーズを作製し，組換え体が含まれる最も高い希釈率の aliquotを次
のステップに移したところ，このラウンドののち，細胞集団の 90% (85/94)が，GFPmut3.1

の蛍光を示し，一方で，残りの 10%（9/94）は，蛍光を示さなかった(Table 4.1)。細胞数の
調節により，セレクションエスケープが低減できた。 

1 ラウンド目の組換えの後に得られた無蛍光の細胞から 9 つを選びだし， 

∆lacZ::hsvTK-Kmr 座位の配列解析を行なった(Table 4.2). 9つのうち 8つの無蛍光クローン
は，hsvTKに失活変異が生じた HKカセットを持つ”セレクションエスケープ”であった。この
うち 4つは，hsvTK遺伝子のなかに，アミノ酸変異を伴う遺伝子変異が生じていた。また，
他の 3つは hsvTK遺伝子全体を欠失していた。さらに，残る 1つは，HKカセット全体を失
っていた。9つの無蛍光クローンのうちの一つは，gfpmut3.1遺伝子が，適切な位置に挿入され
ていたものの，そのなかにストップ変異（本来アミノ酸をコードする塩基が，遺伝子の翻訳
終結シグナルに変わる変異）が起きていた。これは，蛍光の有無についての選抜は行なって
いないこと，および PCR時の遺伝子変異頻度(ca. 10-2/step, cf. 二章 2.2.7項 ) は，細胞の自
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然変異の頻度 (10-5/step) よりも高いため，ここでみつかった gfpmut3.1 遺伝子内への変異は，
PCRエラーによるものと考えられる。 

 

4.2.2. セレクションエスケープの発生によるゲノム組換えスキームの破綻 
ゲノムにコードされた hsvTKが変異（PCRエラーあるいは細胞の自然変異に由来する）によ
ってひとたび不活性化されると，dP選択のステップで，そのようなクローンが細胞集団を支
配すると予想される。このことを確認するために，二つの遺伝子置換（(∆lacZ::pL-gfpmut3.1 and 

∆proV::pT5-mrfp)）の連続実施を試みた(Figure 4.2(a))。 

4.2.2.節で得られた細胞全てを，偽陽性（無蛍光の細胞）を除去することなく，二
ラウンド目の組換え（∆proV::pT5-mrfp）を実施した。このラウンドでは，最初のステップ（す
なわち，選択カセットの proV座位への挿入およびカナマイシン選択）の後に，多数の無蛍光
の細胞が得られた。続く 2ステップ目（pT5-mrfpカセットと選択カセットとの置換，および
dP選択）の後には，細胞集団は無蛍光かつカナマイシン耐性の細胞で占有された（Table 4.1）。 

  

4.2.3. ネガティブ選択マーカー重複型の選択カセットを用いたゲノム組換えの連続実施 
遺伝子変異頻度を大きく低減することは困難であることが知られている(19)。4章で，hsvTK

を重複させることによって，セレクションエスケープの頻度を<2 x 10-12にまで低減できるこ
とを示した。この，HKHカセット（Figure 4.2(c)）を用いて，2ラウンドの連続組換えを試
みた。今回は，1ラウンド目の組換え，すなわち，Kmセレクションと dPセレクションの後
に，調べた全て（94/94）のクローンが，GFP 蛍光とカナマイシンに対する感受性両方を示
した（Table 4.1）。これは，細胞集団のなかに，事実上セレクションエスケープ（変異によ
り失活した選択カセットを保持する細胞）がほとんど存在しない（<1%）ことを示している。 

この細胞集団を，そのまま 2 ラウンド目の組換えに用いたところ，このラウンド
（∆proV::pT5-mrfp）においても，調べた全て（94/94）のクローンが，二回組換え体（すなわ
ち，pL-gfpmut3.1 と pT5-mrfp 両方のカセットをゲノムに持つ）であった（Table 4.1）。そのよ
うにして，ネガティブ選択マーカー遺伝子（hsvTK）を重複で，セレクションエスケープが
大きく低減されたことによって，ついに，コロニー単離と遺伝子型の確認なしに，2 ラウン
ドの組換えを連続に実施できた。 
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Figure 4.2. 2ラウンドの連続組換えの実験ワークフロー 
(A) 全体スキーム。lacZおよび proV座位が，(B) 1コピーの hsvTKを持つ選択カセット (HK

カセット) あるいは(C), (D) 2 コピーの hsvTK を持つ選択カセット(HKH カセットまたは
HHK)を用いて， pL-gfpmut3.1および pT5-mrfpカセットにそれぞれ逐次置換された。 
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Table 4.1. 組換え体集団の表現型/遺伝型の解析; Figure 4.2(a)に示す各ラウンドの組換えの
後, 94クローンをランダムに選びだし，増殖させ，表現型（蛍光）および遺伝型（ゲノム PCR）
を解析した。 

1. ∆lacZ::pL-gfpmut3.1 (round 1)あるいは ∆lacZ::pL-gfpmut3.1 と∆proV::pT5-mrfp (round 2)に相当
する PCR バンドが得られたクローン数。遺伝型解析に用いたプライマー(P34 and P43

（pL-gfpmut3.1）, P35 and P40（pT5-mrfp）の配列は Appendix１に示す。 
2. NT; not tested.  

 Round-1  Round-2 

Phenotype 

(Fluorescence) 

GFPmut3.1 

+ 

GFPmut3.1 

- 

 GFPmut3.1 + 

/mRFP + 

GFPmut3.1 - 

/mRFP + 

GFPmut3.1 + 

/mRFP - 

GFPmut3.1 - 

/mRFP - 

Genotype1 

(PCR) 
NT2 + - 

 
NT2 + + NT2 

HK cassette 
85 

(90%) 

1 

(1%) 

8 

(9%) 

 0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

94 

(100%) 

HKH cassette 
94 

(100%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

 90 

(96%) 

2 

(2%) 

2 

(2%) 

0 

(  0%) 
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Table 4.2. 第一ラウンドのリコンビニアリングでみられた無蛍光クローンの遺伝型 

clone number HK cassette Genotype 

1 No mutation in gfpmut3.1(E205 stop) 

2 Yes mutation in hsvTK (D228V) 

3 Yes mutation in hsvTK (D228V) 

4 Yes mutation in hsvTK (D228V) 

5 Yes mutation in hsvTK (T158P) 

6 Yes hsvTK missing 

7 Yes hsvTK missing 

8 Yes hsvTK missing 

9 No No PCR product 

HK カセットを用いたニステップのリコンビニアリングの，第一ラウンドから(Table 4.1)，
GFPmut3.1 の蛍光を示さない 9 つのクローンを個別にピックし，その lacZ（あるいは
∆lacZ::hsvTK）座位の配列解析を行なった。PCR増幅およびシーケンスに用いたプライマー
(P30, 33, P44, and P45) は Appendix 1に示す。 
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4.2.4. mrfp遺伝子の連続組換え 

マルチラウンドの組換えの，連続的なワークフローが確立できたので（Figure 4.2），本手
法を連続的な遺伝子置換に適用し，大腸菌ゲノム内の4つの座位（yiiDE, proV, lacZ, and rssB）
に，PCR作製したpT7-mrfp断片（mrfp遺伝子がT7プロモータ下流にコードされている）を，
連続に挿入することを試みた（Figure 4.3(A)）。T7プロモータ下流のmrfp遺伝子の発現を可
能にするために，MG1655株のaraB座位をあらかじめT7RNAPに置換した。得られた株，
MG165-AIを4ラウンドの組換えに用いた。それぞれのラウンドにおいて，対象領域に対する
40 bpのホモロジーアームを，PCRによって付したHKHカセットを，細胞（MG1655-AI）に
エレクトロポレーションし，カナマイシン選択（24時間）を行なった。得られた細胞に，
pT7-mrfpカセットをエレクトロポレーションし，dP選択を18-30時間行なった。得られた細
胞集団を二つに分割し，一方は解析のために保存し，他方は次のラウンドの組換えに用いた。
この過程を，途中で止めることなく，4ラウンド繰り返した。  

4ラウンドの挿入/置換の各ステップにおいて，表現型，すなわち細胞集団のRFP蛍
光をフローサイトメーターによって調べた（Figure 4.3(B)）。蛍光強度は，ラウンド数の増
加に伴い前進的に増加し，ゲノム上のpT7-mrfpカセットのコピー数が段階的に増えているこ
とが示唆された。 

pT7-mrfpカセットの前進的な挿入は，PCR解析によっても解析した（Figure 4.4）。
各ラウンドのKmおよびdP選択後に，”中間体”の細胞混合液をPCR解析した。ここで，PCR

解析には4つのプライマー（Appendix 1）をそれぞれの座位に対して使用した。プライマー
ミックスには，ターゲット領域の外側にアニールする共通のプライマー（P27, P35 P30, お
よびP37）と，置換前の配列（P28, P36 P31, およびP39），HKHカセット（P42），および
pT7-mrfp（P40およびP41）にそれぞれアニールする3つのプライマーを含む（Figure 4.4）。
第一ラウンドの，最初の細胞混合液では，元の配列（yiiDE）に相当するPCRバンド（218 bp）
のみが検出された。HKHカセットとの配列置換と，引き続くKm選択の後には，HKHカセッ
トに相当するバンド（322 bp）のみが検出された。pT7-mrfpのエレクトロポレーションと，引
き続くdP選択の後には，pT7-mrfpの挿入に相当するバンド（765 bp）のみが検出された。続
く3ラウンドの組換えすべてにおいて，ターゲット領域においてのみ，遺伝型の完全なシフト
がみられた（Figure 4.4）。全てのPCRは，単離された細胞ではなく，細胞培養液から直接
行なわれているため，Figure 4.4に示す結果は，細胞集団全体の遺伝型の分布を表している。
4ラウンドの組換えにおける8ステップすべてで，”正しくない”バンドは検出されなかったこ
とから，”正しくない”遺伝型を持つクローン，例えばセレクションエスケープのクローンは，
検出下限以下であることが示された。実際に，4ラウンドの組換え後の細胞集団から7つのク
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ローンを単離して調べたところ，全てのクローンで，pT7-mrfpの挿入に相当するバンドが，す
べての座位について確認された（Figure 4.5）。 

本実験では，各ステップの操作時間を短縮する努力は投じなかった。それでもなお，
1ラウンドは，組換え体の増殖速度に依存するものの，概ね2-3日で完了する(cf. 実験項; 

4.4.4)。今回は, 4ラウンドの組換えがおよそ10日で完了した。 また，すべてのステップは液
体操作のみで実施され，コロニー単離および各コロニーに対する多数のPCR反応など，手作
業によって正しい組換え体を同定するという作業は不要であった。 

細胞の蛍光は，組換えラウンド数の増加にともない，ゆっくりと横ばいになった。
加えて，後半のラウンドでは，細胞の増殖速度の大きな低下がみられた。これはおそらく，
宿主細胞への代謝負荷によるものと考えられる。4ラウンド目において，蛍光シグナルのピー
クが二つみられ，同時に，無蛍光の細胞もみられた。二つの蛍光シグナルピークのうち低い
方は，３つの機能するpT7-mrfpカセットと，1つのPCRエラーによって不活性化されたpT7-mrfp

カセットをもつ細胞であると考えられる。他方，無蛍光の集団は，T7RNAPに不活性化変異
が生じたクローンであると考えられる。 

 
Figure 4.3 pT7-mrfpをコードするDNA断片による連続ゲノム組換え 

(a) 4ラウンドの遺伝子置換のフローチャート，(b) 各ラウンドのリコンビニアリングの後の，
細胞集団のフローサイトメーター解析 
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Figure 4.4. それぞれのラウンドの細胞集団(Figure 4.3)の4つの異なる座位に関する遺伝型
解析 

4ラウンドの連続した遺伝子置換の，前，後，そしてその間の9つ全ての培養液が，競争PCR

解析に用いられた；PCRには，標的配列，pT7-mrfp，そしてHKHカセットにアニールする3

つのプライマーを用いた。T各座位の構成，プライマー，および予想されるPCR産物の長さ
（bp）は，(1) yiiDE, (2) proV, (3) lacZ, および (4) rssB 座位についてそれぞれ示す。プライ
マー配列はAppendix 1に示す。 
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Figure 4.5. ラウンド4の細胞集団(Figure 4.3)から単離されたクローンの4つの異なる座位に
関する遺伝型解析 

7つのクローンが個別に単離され，mrfp遺伝子にアニーリングするプライマーを用いてPCR

解析された。各座位の構成，プライマー，および予想されるPCR産物の長さ（bp）は，(1) yiiDE, 

(2) proV, (3) lacZ, および (4) rssB 座位についてそれぞれ示す。プライマー配列はAppendix 

1に示す。 
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4.3. 考察 

4.3.1. 組換え操作の連続実施における細胞数の調節の重要性 

本章では，PCRエラーにより生じるセレクションエスケープを，次のステップ，すなわちポ
ジティブ選択に持ち越す細胞数を制限することによって除去することに成功した。PCRエラ
ーは，ゲノム複製に比べて頻度が高い。そのため，PCRによって生じるセレクションエスケ
ープを除去するプロセスは，組換え操作の連続に実施する上で重要である。 

細胞数調節のプロセス(#2 in Figure 4.1)は，PCRエラーに由来するセレクションエ
スケープの低減に有効であるが，それでもこれが除去できない一定のリスクがある。細胞集
団をいくつかのアリコートに分割したとき，アリコートあたりの組換え体の数を10，PCRの
エラー頻度を0.2%（cf. 2.2.7）とすると，アリコートそれぞれの中に，PCRに由来する不活
性化変異をhsvTK内に持つ細胞が混ざり込む確率は10%である（cf. 4.2.1）。すなわち，10ラ
ウンドの組換えを行なうとき，そのうち一回は，セレクションエスケープが混ざり込む計算
になる。そこで，細胞集団を分割する際，２つ以上の逐次希釈系列を作製することを推奨す
る。セレクションエスケープが系に混ざり込んだ場合，次のステップで容易に区別すること
ができ，もう一つの系列においてもセレクションエスケープがコンタミしている確率は低い
（1%）。 

このような方法で，原理的には，10個の系列を都度用意することで，このようなリ
スクを (0.1)10 = 10-10，つまり事実上ゼロにまで低減できる。本手法は，全工程を液操作で行
なえることから，ロボティクスと組み合わせることで，数百の系列を同時に扱うことができ
る。そのため，10以上の大規模ゲノム改変プロジェクトを並列に進行することができる。 

細胞数調節のプロセス(#2 in Figure 4.1)が適切に行なわれれば，セレクションエス
ケープ (dP耐性かつKm耐性のクローン)は，HKHカセットを使うとき，10-10にまで低減され
る。本研究では，DNA調製のスループットを高めるためにすべてのDNAカセットをPCRによ
って調製したが，これをPCRではなくプラスミドから（例えば制限酵素処理によって）調製
する方式に変更すれば，細胞数の調節操作(#2 in Figure 4.1)は省くことができる。 

 

4.3.2. 本手法の適用限界 (1): 繰返し回数の上限 

本手法の繰返し限界を規定する要因の一つは，PCR作製したカセットに起こる失活変異であ
る。二つの実験が良く示したように，一定の割合（数%）で，”挿入されたカセット（Figure 4.3

におけるpT7-mrfpカセット）”にも失活変異が起こることは避けられない。選択カセットの場
合とは異なり，導入配列の機能保持についての選択を行なうことはできない。各ラウンドで，
導入した配列に変異が起こった細胞が生じる頻度は一定であっても，いずれかの部位に変異
がある細胞の割合は，ラウンドを経る度に増加する。変異が起こる確率を1%とすると，10
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ラウンドの組換えののちには，どれか一つの領域で変異が起こっている細胞の割合は，10%

にまで増え，100ラウンド後には100%に達するため，原理的には，本手法の繰返し上限は，
10-50ラウンドである予想される。 

 4.3.1で述べたように，DNAカセットに起こるPCR由来の遺伝子変異は，各組換え
操作において，細胞数を調節することによって除去することができる。この操作を外来配列
の導入と引き続くdP選択の過程にも適用すれば，導入した配列が遺伝子変異を持つ可能性を
低減することができる。また，上述のように，外来配列もPCRを介さず，配列確認済みのプ
ラスミドDNAから調製すれば，遺伝子変異に出会うリスクはさらに低減される。 

 

4.3.3. 本手法の適用限界 (2): ゲノム改変の種類 

本手法の適用限界は，おおよそLambda-REDシステムに準ずる。本手法は，セレクションエ
スケープの発生頻度が，目的の組換えの頻度に比べて十分低く抑えられていることが重要で
ある。セレクションエスケープの発生頻度が十分低いときにおいても，組換えの頻度が相対
的に低いときには，細胞集団がセレクションに占有されうる。とくに，長い（3.5 kb）を超
える遺伝子の相同組換えの効率は低い(21)ため，例えば長いホモロジーアーム(0.1-1 kbp)を
DNAカセットに付して組換えの頻度を向上させる(22)，などの工夫が必要だと予想される。
このことについては，第五章において検証した。 
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4.4. 実験項 

4.4.1. 試薬 

6-(ß-D-2-deoxyribofuranosyl)-3,4-dihydro-8H-pyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-one (dP) (23)は，
Berry and Associates (Bishop Circle East, Dexter, MI; cat. PY7270)から購入した。オリゴヌ
クレオチドはFASMAC Co., Ltd (Kanagawa, Japan)によって合成された。他の全ての試薬は
特級試薬を用いた。構成物質は必要に応じて以下の濃度で培地に添加した:50 µg/mL カルベ
ニシリン(Carb), 30 µg/mL，クロラムフェニコール(Cm), and 50 µg/mL カナマイシン(Km)。 

 

4.4.2. 株およびプラスミド 

本章で使用した全てのプラスミドはTable 4.3に示した。大腸菌株K-12 MG1655株を全ての実
験で使用した。一部，プラスミド作製のために，大腸菌株XL10-Gold-Kanr (Stratagene, La Jolla, 

CA, USA) を使用した。pKD46プラスミド(1)は，L-アラビノースによってLambda-RED組換
え系を誘導するために，ゲノム編集の前にMG1655およびその派生株に導入した。MG1655-AI 

(MG1655∆araB::T7rnap-tetA) は，BL21-AITM (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA)か
らPCR増幅した”AraC/pBAD-T7RNAPカセットでMG1655株のaraB遺伝子を置換することで
作製した。  

Table 4.3. 本章で用いたプラスミド 

Plasmid name Genotype Ori/marker Source 

pHK pT5-hsvTKmod-pL-Kmr  ColE1/Ampr This study 

pHKH pT5-hsvTKmod-pL-Kmr-ptet-hsvTK ColE1/Ampr This study 

pHHK pT5-hsvTKmod –pL-hsvTK-Kmr ColE1/Ampr This study 

pUC-pL-gfpmut3.1 pL-gfpmut3.1 ColE1/Ampr This study 

pJ204-pT5-mrfp pT5-mrfp ColE1/Ampr This study 

pET23d-mrfp pT7-mrfp pBR322/Ampr This study 

pKD46 pBAD/AraC-Lambda REDγβα pSC101/Ampr (1) 

 

4.4.3. DNAカセットの調製 

選択カセットおよび挿入カセットは，Appendix 1に示すプライマーセットを用いて，ターゲ
ット領域へのホモロジーサイトを付しながらPCR増幅された。PCR反応は，特別記載がない
限り，KOD DNA polymerase (TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて行なった。PCR産物を，DpnI

処理およびゲル精製することによってテンプレートとなったプラスミドあるいはゲノムDNA

を除去した。 
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4.4.4. エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞の調製 

エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞は，DatsenkoおよびWannerらによって
記述された方法(1)に従い調製された。簡潔には，pKD46を保持する細胞を，50 µg/mLのCarb.

および10 mMのアラビノースを含むLB培地で培養し，Lambda-RED酵素の発現が誘導した。
OD (λ= 600 nm)が0.4-1.0に達したとき，細胞を氷冷しながら，滅菌水および10% v/vグリセ
ロールで2回ずつ洗浄し，最後に20% v/vグリセロールで懸濁することで，エレクトロポレー
ション用コンピテント細胞を作製した。得られたエレクトロポレーション用コンピテント細
胞(40 µL)に，100 ngのPCR断片を加え（氷上），この混合液は0.1-cm-gapのキュベットの中
でエレクトロポレーションされた（1.8 kV in a Gene Pulser electroporation apparatus 

(Bio-Rad, Hercules CA)）。 

 

4.4.5. 遺伝子挿入/置換の連続実施 

ステップ1: PCRにより適切なホモロジーアーム付しながら増幅された選択カセット（100 ng）
を，MG1655株（あるいはMG1655-AI株）のコンピテントセル（40 µL）にエレクトロポレー
ションした。形質転換体はすぐに1 mLのLB-Carb培地に懸濁され，振とう培養された（30℃，
3 h）。通常，培養液はホモロジーアームの長さ，あるいはDNAカセットの長さによって，
102-105の組換え体を含むその後，培養液を，Km耐性細胞の数が10を下回るようにアリコー
ト分割した（この操作は，エレクトロポレーションされたDNA断片がPCR生成されていなけ
れば省くことができる）。このアリコートのうち一つを，LB-Carb-Km培地(2 mL) に植菌し，
振とう培養（24 h, 30°C）した。細胞を回収し，10 mMのL-アラビノースを含むLB-Carb-Km

に植菌し，上述（4.4.4）のとおりにエレクトロポレーションのためのコンピテントセルを調
製した。 

ステップ2: 精製されたDNA断片，mrfp遺伝子がT7プロモータ下流にコードされ，適切なホ
モロジーアームに挟まれている（pT7-mrfp, 100 ng） を，ステップ1で調製したエレクトロポ
レーションのためのコンピテントセル（40 µL）に加えた。得られた混合液をエレクトロポレ
ーションされ，すぐに1 mLのLB-Carb培地に懸濁された。振とう培養 (~3 h at 30°C)の後，
培養液の一部を，LB-Carb-dP培地に植菌し，定常期に達するまで振とう培養（30°C for 18-30 

h）した。 得られた細胞は，10 mMのL-アラビノースを含むLB-Carb培地に植菌され，上述
の方法でエレクトロポレーションのためのコンピテントセル調製に用いられた。このストッ
クは，次のラウンドのステップ1に使用された。  

４ラウンドのレコンビニアリング(ターゲット領域をpT7-mrfpカセットに置き換え
る2ステップの組換え) は，ステップ1および2を，yiiDE, proV, lacZ, and rssBを標的として，
連続に行なわれた。 
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4.4.6. 蛍光分析 

大腸菌株の蛍光は，Fluoroskan Ascent (Thermo-Labsystems, Helsinki, Finland)を用いて調べ
た。次のexcitation/emissionの組み合せを用いた: GFPmut3.1, 485/527 nm, mRFP, 584/620 nm。
細胞数による変動を是正するため，蛍光強度は培養液の細胞密度(OD600)によって標準化され
た。細胞密度は，透明な 96ウェルプレートを使い，SpectraMax Plus 384 system (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA)によって測定された。 

細胞混合液のフローサイトメーター解析(Figure 4.3)は，次のように行なった; 各ラ
ウンドの組換え操作後のグリセロールストックは，LB培地（2 mL）で一晩培養（5 mL試験管, 

37°C，200 rpm）。そして，20 µLの培養液は，10 mMのL-アラビノースを含むLB培地（2 mL）
に植菌され，振とう培養（37℃，3 h）された。およそ10,000細胞が，561 nm laserとmRFP 

(586/15)用の適切なフィルターセットを備えた，MACSQuant® VYB flow cytometer (Miltenyi 

Biotech, Bergisch-Gladbach, Germany) によって解析された。データはMACSQuant® 

Analyzer (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, Germany)を用いて分析した。 
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第五章  

イソプレノイド増産を目指した多段階かつ並列なゲノム編集 
 

 

概要 
「あらゆる化合物・化成品をバイオ生産」を目標に，有価化合物（医農薬，ファインケミカ
ル，燃料，材料）の効率的でスケーラブルな生物生産技術の開発が急務とされている。この
ためには，細胞内代謝ネットワークを大規模に改変し，炭素源の殆どを増殖ではなく標的化
合物の生産にまわす宿主，生産した物質の大量蓄積に耐える宿主，を作出する必要がある。
しかし，従来の点突然変異やひとつふたつの遺伝子導入による細胞工学技術では，どのよう
な形質（スペック）も，せいぜい数倍程度のあがり幅しかない。何十何百という遺伝子の導
入／削除を，自在に，高速に，そして並列に行うことによってのみ，数百倍数千倍のオーダ
ーでの機能向上が可能となる。本章では，これまでに開発した微生物ゲノムの連続改変法を
用いて，大腸菌の連続ゲノム工学を敢行する。散在する「ちょっとよくなる」改良研究の所
産を集積し，とくに有価イソプレノイドやカロテノイドの大量生産菌の樹立を試みた。 
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5. 1. 緒言 

イソプレノイドは，イソプレン単位 (C5) で構成される多様な構造を持つ天然化合物群であ
り，知られるだけで 55,000，未知のものを含めると自然界に 100万種もあると言われている
(1)。その中には，医薬，化成品，そしてディーゼル/ジェット燃料などとして価値のある化合
物が数多く含まれている(2)。最大の特徴はその構造多様性であり，さまざまな物性を示す多
数の化合物が，数種の共通の基質（C5-C25ニリン酸）から数ステップの酵素反応により合成
できる。これは，イソプレノイド経路の最終産物は，最下流の合成酵素（セット）を取り替
えるだけで，用途に合わせた最適な化合物をオンデマンドに供給できることを意味する。そ
のため，各種イソプレノイドを，再生可能な炭素源（グルコースやグリセロール）から効率
よく生産する微生物生産系の確立は重要である(3-8)。 

これまでに，イソプレノイド前駆体の供給経路（Figure 5.1）を強化することで，
イソプレノイドの増産が試みられてきた。しかし，従来の点突然変異やひとつふたつの遺伝
子導入による細胞工学技術では、どのような形質（スペック）も、せいぜい数倍程度のあが
り幅しかない。何十何百という遺伝子の導入／削除を、自在に、高速に、そして並列に行う
ことによってのみ、数百倍数千倍のオーダーでの機能向上が可能となると予想されているが 

(9)，ゲノム改変法のスループットの低さから，既知の遺伝子改変をコンビナトリアルに集積
する試みは，数例(10,11)が知られるのみであった。 

本章では，イソプレノイドの高効率な微生物生産のための，多段階のゲノム改変操
作を行なった。このために，第五章で開発した「微生物ゲノムの連続改変法」を用いた。こ
の手法は，全工程を液体のみで，かつ複数のゲノム改変操作を並列に行なうことができるた
め，イソプレノイド増産に寄与する既知の遺伝型（9つの遺伝子の欠損/11の遺伝子導入，
Table 5.1）をすべて集約する 9ステップの組換えを，簡単に行なうことができる。また，中
間体や，遺伝型の組み合せも同時に検討可能である。作製した合計 4種の株のイソプレノイ
ド生産量を評価することで，遺伝子欠損/導入の未知のシナジー効果を探索した。またその過
程で，本手法の適用限界のいくつかが明らかになった。 
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 Table 5.1. イソプレノイド増産に資する既知の遺伝型 

genotype 
gene size 

[bp] 
Function Reference 

∆yliE 2,349 
putative membrane-anchored 

cyclic-di-GMP phosphodiesterase 
(12) 

∆yfjP 750 acyl CoA esterase (12) 

∆rssB 1,014 
response regulator binding RpoS  

to initiate proteolysis by ClpXP 
(12) 

∆clpXP 2,024 protease (12) 

∆gdhA 1,344 glutamate dehydrogenase (13) 

∆aceE 2,664 pyruvate dehydrogenase (13) 

∆fdhF 2,148 formate dehydrogenase-H (13) 

∆pykF 1,413 pyruvate kinase I (14) 

∆pykA 1,443 pyruvate kinase II (14) 

+ idi 549 isopentenyl diphosphate isomerase (15) 

+ dxs 1,863 1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase (15) 

+ ispDF 1,190 Precursor synthesis (15) 

+ yggT 567 putative inner membrane protein (13) 

+ appY 750 global transcriptional activator (13) 

+ rpoS 993 
RNA polymerase,  

sigma S factor 
(13) 

+ pps 2,379 phosphoenolpyruvate synthase (14) 

+ycgW, yjiD, elbB 1,420 anti-RssB factors (13) 
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Figure. 5.1  イソプレノイド（リコペン）生合成経路とその競合経路 

イソプレノイド（リコペン）合成経路とその競合経路を示す。大腸菌は glucoseから FPPを
生成する経路を有し, これにイソプレノイド/カロテノイドを生成する酵素 (ex, crt genes, 

etc…) を導入することにより, イソプレノイドを生産する。Table 5.1に含まれる遺伝子のう
ち，欠損候補遺伝子を赤字，追加発現の候補遺伝子を青字で示す。 

略語; G3P, glyceraldehyde 3-phosphate; PEP, phosphoenolpyruvate; PYR, pyruvate; DXP, 

1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate; IPP, isopentenyl diphosphate; DMAPP, dimethylallyl 

diphosphate; FPP, farnesyl pyrophosphate; ACCoA, acetyl-CoA; MVA, mevalonate; FOR, 

formate; GLU, glutamate; AKG,alpha-keto glutarate ; OAA, oxaloacetate; dxs, 

1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase; idi, isopentenyl diphosphate isomerase; pykF, 

pyruvate kinase I ; pykA, pyruvate kinase II ; ppc, phosphoenolpyruvate carboxylase; pck, 

phosphoenolpyruvate carboxykinase ; aceE, pyruvate dehydrogenase; fdhF, formate 

dehydrogenase; gdhA, glutamate dehydrogenase; 
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5.2. 結果 

5.2.1. 候補遺伝子の欠損がイソプレノイド生産に与える影響 

これまでに，遺伝子の欠損あるいは，追加導入（該当遺伝子の発現量向上をもたらす）によ
って，イソプレノイド，（多くの場合，その代表としてリコペンの生産量で評価している）の
生産量を高める遺伝子型が多数知られている（Table 5.1）。まず，各遺伝子の単一欠損株を
作製し，それぞれのリコペン生産量を評価した（Figure 5.2）。clpXPを欠損した細胞でリコ
ペン生産量が増加し, 野生型と比べおよそ 1.17培となった。yliEを欠損した細胞ではリコペ
ン生産量が減少し, 野生型と比べおよそ 0.86倍となった。その他の欠損株では野生型とほと
んど生産量が変わらなかった。そこで，次節ではこれらの遺伝型の組み合わせと，Table 5.1

に示すいくつかの遺伝子の追加導入との組み合わせを試みた。 

 

 

Figure. 5.2  各単一欠損株のリコペン生産量評価（N=4, ±SD），wt: 野生型 

 

 

5.2.2. イソプレノイド増産を目指した 4ラウンドの連続ゲノム編集 

Table 5.1に示す遺伝子型の組み合せ効果を調べるために，Figure 5.3(A)に示す，多段階のゲ
ノム工学を実施した。ここでは，欠損する遺伝子として，yliE，yfjP, rssB, および gdhAを，
追加導入する遺伝子として yggT, appY, rpoS, および idiをそれぞれ選出した。それぞれのラ
ウンドにおいて，対象領域に対する 40 bpのホモロジーアームを，PCRによって付した HKH

カセットを，細胞（MG1655）にエレクトロポレーションし，カナマイシン選択（24時間）
を行なった。得られた細胞に，挿入カセット（pT5-yggT, pT5-appY, pT5-rpoS, pT5-idi,）カセッ
トをエレクトロポレーションし，dP選択を 18-30時間行なった。得られた細胞集団を二つに
分割し，一方は解析のために保存し，他方は次のラウンドの組換えに用いた。この過程を，
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途中で止めることなく，4ラウンド繰り返し，各ラウンドにおいて，細胞の遺伝型を PCR解
析によって解析した（Figure. 5.3(B)）。 

第一ラウンドの，最初の細胞混合液では，元の配列（yliE）に相当するPCRバンド
（971 bp）のみが検出された。1ラウンドのリコンビニアリング（すなわち，HKHカセット
との配列置換と，引き続くKm選択，およびpT5-yggTカセットとHKHカセットとの置換と，引
き続くdP選択）の後には，pT5-yggTカセットの挿入に相当するバンド（1317 bp）のみが検出
された（Figure 5.3B-(1)）。続く3ラウンドの組換えすべてにおいても，ターゲット領域にお
いて，遺伝型のシフトがみられた（Figure 5.3B）。 

ただし，2 ラウンド目のyliEについては，dP選択の直後にはappYのバンドがみられ
たものの，3および4ラウンド目ではそのバンドが検出されなかった。元の配列（yfjP遺伝子）
のバンドも検出されないことから，原因は不明であるものの，一度は正しく導入されたappY

が，培養中に欠失したものと思われる。ゲノム上の遺伝子の偶発的な欠失は，頻度の低い（1.0 

x 10-10 to 2.5 x 10-9/細胞/世代/2-kbp(16)）事象であることから，appYの追加発現が，細胞に
増殖速度をもたらし，その結果，低い頻度で生じるappYを欠失した細胞が，培養の過程で濃
縮されたものと予想される。 
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Figure 5.3. リコペン増産のための 4ラウンドの連続ゲノム編集  

(A) 4ラウンドゲノム編集のスキーム。(B) それぞれのラウンドの細胞集団の4つの異なる座位
に関する遺伝型解析; 4ラウンドの連続した遺伝子置換の，前，後，そしてその間の9つ全ての
培養液が，競争PCR解析に用いられた；PCRには，標的配列，HKHカセットおよび挿入遺伝
子，にアニールする3つのプライマーを用いた。各座位の構成，プライマー，および予想され
るPCR産物の長さ（bp）を，(1) yliE, (2) yfjP, (3) rssB, そして (4) gfhA 座位についてそれぞ
れ示す。プライマー配列はAppendix 1に示す。 
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Figure 5.4. 得られた組換え株（Figure 5.3）によるリコペン生産 

Figure 5.3で得られた細胞株をpAC-LYCプラスミドで形質転換したのち，その培養液を振と
う培養（30℃, 24 h）した。細胞からリコペンをアセトン抽出し，吸光度からその量を調べた。 

 

 

5.2.3. 4連続組換え株によるリコペン生産 

上で得られた4つの大腸菌株について，そのリコペン生産量を調べた（Figure 5.4）。第一ラ
ウンドでは，細胞のリコペン生産量に変化はなかったが，3ラウンド目では，リコペン生産量
が増え，野生型の~2倍に達した。これは主に，3倍のリコペン増産が報告されているRpoSの
追加導入によると思われる(13)。また，4ラウンド目では，gdhAを欠損し，idiを追加導入した
が，リコペン生産量はほとんど変わらなかった。gdhAの欠損およびidiの発現量を増すことに
よって，リコペン生産量が増加することが報告されているが(Table 5.1)，rpoS導入株に対す
るこれらの加算効果はみられなかった。 

 

5.2.4. 1-kbpを超える遺伝子の置換の試み 

イソプレノイド増産のために大腸菌に導入する遺伝子のなかには，そのサイズが1 kbpを超え
るものがいくつかある（Table 5.1）。リコンビニアリング法による塩基配列の置換は，遺伝
子サイズが大きくなるに従い，組換えの頻度が低下することが知られている(17)。本手法が1 

kbpを超える遺伝子断片の組換えにも対応可能であるか調べるために， ispDF遺伝子を，
Figure 5.5(A)に示すスキームでfdhFと置換する組換えを試みた。 

1ラウンドの組換え操作の後に，得られた細胞の遺伝型をPCRによって解析したと
ころ，設計したPCRバンド（1,646 bp）はみられず，それより1 kbp以上短いバンド（~0.5 bp）
がみられた（Figure 5.5(B)）。1.5 kbp付近に薄いバンドがみられるが，ネガティブコントロ
ール（野生型大腸菌）の場合にも同様のバンドがみられるため，PCRの非特異増幅に由来す
るバンドであると思われる。この結果は，ispDF遺伝子の一部分しかfdhF locusに導入されて
いないことを示唆する。 
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Figure 5.5. fdhF座位とpT5-ispDFカセットとの置換 

(A) リコンビニアリングおよびPCR解析のスキーム (B) 1ラウンドのリコンビニアリング操
作 (2ステップの組換え反応とポジティブ/ネガティブ選択) の後，得られた細胞集団について
pT5-ispDFカセットにアニーリングするプライマーを用いてPCR解析を行なった。各座位の
構成，プライマー，および予想されるPCR産物の長さ（bp）も示す。プライマー配列は
Appendix 1に示す。 
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5.3. 考察 

ゲノムの連続組換え法はコンビナトリアルな代謝工学のための有用なツールとなり得る 
本章では，第五章までで確立した，大腸菌ゲノムの連続組換え法が，代謝工学，すなわちイ
ソプレノイド増産のためのゲノム工学法として使用することができた。今回は，4回の組換
えを連続に実施し，全ての工程を液操作のみで，そして 12日で完了できた。このことは，微
生物生産，例えばここではイソプレノイド生産，に関する，既知の遺伝子改変操作をさらに
集積していくことに，本手法が適していることを示している。 

本章では，本手法の適用限界の一部も明らかになった。1 kbpを超える DNA断片の
導入を試みたが，セレクションエスケープは生じないものの，設計より短い断片が導入され
た（Figure 5.5）。この原因は，導入した DNA断片を PCR作製した際に，非特異的な PCR

増幅物が，ispDFの一部と，その上下流にホモロジーアームが付された DNA断片が，標的配
列と組換わったためである。このような非特異増幅による DNA断片は，検出下限以下（10%

以下）であるものの，設計した断片に比べて長さが短く（~0.5 kbp），優先的に組換わり得る
(17)。精製操作を複数回繰り返すなどによって，DNA断片の純度を高めることで，この問題
は回避できる可能性がある。また，I-SceIのような，エンドヌクレアーゼを用いた手法との
組み合わせ（後述，第六章，6.2.1項）も有望である。 
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5.4. 実験項 

5.4.1. 試薬 

6-(ß-D-2-deoxyribofuranosyl)-3,4-dihydro-8H-pyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-one (dP) (18)は，
Berry and Associates (Bishop Circle East, Dexter, MI; cat. PY7270)から購入した。オリゴヌ
クレオチドはFASMAC Co., Ltd (Kanagawa, Japan)によって合成された。他の全ての試薬は
特級試薬を用いた。抗生物質は必要に応じて以下の濃度で培地に添加した:50 µg/mL カルベ
ニシリン (Carb), 30 µg/mL クロラムフェニコール (Cm), and 50 µg/mL カナマイシン (Km)。 
 

5.4.2. 株およびプラスミド 

本章で使用した全てのプラスミドはTable 5.2に示した。大腸菌株K-12 MG1655株を全ての実
験で使用した。一部，プラスミド作製のために，大腸菌株XL10-Gold-Kanr (Stratagene, La Jolla, 

CA, USA) を使用した。pKD46プラスミド(19)は，L-アラビノースによってLambda-RED組換
え系を誘導するために，リコンビニアリングの前にMG1655およびその派生株に導入した。 

 

Table 5.2. 本章で使用したプラスミド 

Plasmid name Genotype Ori/marker Source 

pHKH pT5-hsvTKmod-pL-Kmr-ptet-hsvTK ColE1/Ampr This study 

pAC-LYC CrtEIB p15A/Cmr (20) 

pKD46 pBAD/AraC-Lambda REDγβα pSC101/Ampr (19) 

 

5.4.3. DNAカセットの調製 

選択カセットおよび挿入カセットは，Appendix 1に示すプライマーセットを用いて，ターゲ
ット領域へのホモロジーサイトを付しながらPCR増幅された。PCR反応は，特別記載がない
限り，KOD DNA polymerase (TOYOBO, Osaka, Japan)を用いて行なった。PCR産物を，DpnI

処理およびゲル精製することによってテンプレートとなったプラスミドあるいはゲノムDNA

を除去した。 

 

5.4.4. エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞の調製 

エレクトロポレーションのためのコンピテント細胞は，DatsenkoおよびWannerらによって
記述された方法(19)に従い調製された。簡潔には，pKD46を保持する細胞を，50 µg/mLのCarb.

および10 mMのアラビノースを含むLB培地で培養し，Lambda-RED酵素の発現が誘導した。
OD (λ= 600 nm)が0.4-1.0に達したとき，細胞を氷冷しながら，滅菌水および10% v/vグリセ
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ロールで2回ずつ洗浄し，最後に20% v/vグリセロールで懸濁することで，エレクトロポレー
ション用コンピテント細胞を作製した。得られたエレクトロポレーション用コンピテント細
胞(40 µL)に，100 ngのPCR断片を加え（氷上），この混合液は0.1-cm-gapのキュベットの中
でエレクトロポレーションされた（1.8 kV in a Gene Pulser electroporation apparatus 

(Bio-Rad, Hercules CA)）。 

 

5.4.5. 遺伝子挿入/置換の連続実施 

ステップ-1: PCRにより適切なホモロジーアーム付しながら増幅された選択カセット（100 ng）
を，MG1655株のコンピテントセル（40 µL）にエレクトロポレーションした。形質転換体は
すぐに1 mLのLB-Carb培地に懸濁され，振とう培養された（30℃，3 h）。通常，培養液はホ
モロジーアームの長さ，あるいはDNAカセットの長さによって，102-105の組換え体を含むそ
の後，培養液を，Km耐性細胞の数が10を下回るようにアリコート分割した（この操作は，エ
レクトロポレーションされたDNA断片がPCR生成されていなければ省くことができる）。こ
のアリコートのうち一つを，LB-Carb-Km培地(2 mL) に植菌し，振とう培養（24 h，30°C）
した。細胞を回収し，10 mMのL-アラビノースを含むLB-Carb-Kmに植菌し，上述（5.4.4）
のとおりにエレクトロポレーションのためのコンピテントセルを調製した。 

ステップ-2: 精製されたDNA断片（各遺伝子がT5プロモータ下流にコードされ，適切なホモ
ロジーアームに挟まれている, 100 ng） を，ステップ1で調製したエレクトロポレーションの
ためのコンピテントセル（40 µL）に加えた。得られた混合液をエレクトロポレーションされ，
すぐに1 mLのLB-Carb培地に懸濁された。振とう培養 (~3 h, 30°C)の後，培養液の一部を，
LB-Carb-dP培地に植菌し，定常期に達するまで振とう培養（30°C，18-30 h）した。 得られ
た細胞は，10 mMのL-アラビノースを含むLB-Carb培地に植菌され，上述の方法でエレクトロ
ポレーションのためのコンピテントセル調製に用いられた。このストックは，次のラウンド
のステップ1に使用された。  

４ラウンドのレコンビニアリング(ターゲット領域をpT7-mrfpカセットに置き換え
る2ステップの組換え) は，ステップ1および2を，yliE, yfjP, rssB, and gdhAを標的として，
連続に行なわれた。 

 

5.4.6. リコペン生産量分析 

大腸菌株MG1655およびその派生株に，pAC-LYCプラスミドを形質転換した。形質転換体を2 

mLのLB-Cm培地で一晩培養した。培養液の20 µLを，2 mLのM9(+0.4%グルコース)-Cm培地
に植菌し，振とう培養（24 h, 30℃）した。培養液の濁度（OD600）を透明な 96ウェルプレ
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ートを使い，SpectraMax Plus 384 system (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)によって測定
した。 

培養液からのリコペンの抽出は次のように行なった；細胞ペレットにアセトン1 mL

を加え，ボルテックスした。その後，細胞を遠心集菌し，上澄みのアセトン層の吸光度（475 

nm）を測定した。培養液の（濁度~OD600）から細胞の乾燥重量を算出した。また，吸光度と，
リコペンのモル吸光定数ε = 185,000から，細胞内に蓄積したリコペン量を算出した。 
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6.1. 本研究の成果 

6.1.1. ヌクレオシドキナーゼと人工ヌクレオシドを用いたネガティブ選択法のゲノム工学へ
の適用 

本研究では，田代らが遺伝子発現の”OFF”状態を選択するために開発した，Herpes Simplex 

virus thymidine kinase (hsvTK)と人工ヌクレオシド（dP）を用いたネガティブ選択系(1)を，
ゲノム工学に適用した。ゲノム工学においても，このネガティブ選択系が同じ効率で使用可
能であり，1) 液操作のみで選択操作を完了できる，2) 特別な遺伝子型を必要としない，お
よび 3) 選択に要する時間が短い（~2時間），という点で，ゲノム工学においてネガティブ選
択法に求められる要素を満たしている優れたネガティブ選択系であることを示した。 

第二章では，ゲノム工学での使用で特に考慮すべき問題も明らかになった。
hsvTK/dPによるネガティブ選択系の応用に際して，変異原性ヌクレオシドの使用，ヌクレオ
シドキナーゼを過剰発現という二つの点から，ゲノム上での望まない遺伝子変異を誘起する
ことが大きな懸案である。実際に，dPの添加によって細胞の遺伝子変異頻度は 15倍増加す
るため，1~2回のゲノム工学上においても問題にならないが，多数のリコンビニアリングを
繰返し行なう場合には，無視できない頻度であることがわかった。遺伝子変異を誘起しない
程度の低い濃度で細胞死を引き起こすことができるように，hsvTKの dPキナーゼ活性を高
める進化工学が有望である。 

 選択効率の点では，hsvTK/dPを用いたネガティブ選択系は，他のネガティブ選択
法と変わらず，”セレクションエスケープ”が生じることが明らかとなった。また，このセレク
ションエスケープが，hsvTK遺伝子に起こる遺伝子変異によって，hsvTKの dPキナーゼ活
性が失われたためであることが明らかになった（第二章）。hsvTK/dP系において発生するセ
レクションエスケープの問題を解決するためのいくつかの工夫のうち，2コピーの hsvTKで
ポジティブ選択マーカーを間に挟むという選択カセット構成により，セレクションエスケー
プの発生頻度を~106倍以上低く，すなわち<2 x 10-12にまで低減することができた（第三章）。 

 このことは，hsvTK/dPによるネガティブ選択の機構では，hsvTK遺伝子の失活以
外の理由では，細胞が選択から逃れる（耐性化する）ことは起こり得ないことを示している。
これは，これまでに報告されているネガティブ選択系にはない，ユニークな性質である。
tolC/colicin E1システムでは，tolQRAオペロンをあらかじめゲノム上に重複させておくこと
によって，セレクションエスケープ頻度を 4.3 x 10-11にまで低減した。これに対して，本手
法は，他の部位をあらかじめ編集することなく，セレクションエスケープを事実上根絶する
こと（<2 x 10-12）に成功した，初めての例である。また，セレクションエスケープの出現頻
度は，バイオセーフティ分野（遺伝子組換え生物の封じ込めのために，組換え生物だけを死
滅させようという試みがなされている）で報告されている最も低いセレクションエスケープ
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頻度（<10-12）(2-4)と同等であり，そしてゲノム工学において報告されているネガティブ選
択系のなかで最も低い。 

 

6.1.2. 液体操作のみで実施可能な多段階のゲノム工学法の確立 

ニおよび三章で，ヌクレオシドキナーゼと人工ヌクレオシド dPの使用と，選択カセットの
構成の変更によって，液体操作のみで選択可能であり，かつセレクションエスケープがほと
んど発生しないネガティブ選択法を確立できた。これと，リコンビニアリングの各ステップ
間で扱う細胞数を調節するという工夫を合わせて，リコンビニアリングを全て液操作のみで
完了し，そしてそれを多段階にわたって繰り返すことに世界で初めて成功した（第四章）。 

第五章では，多段階のリコンビニアリング作業を，液体操作のみで簡便に行なえる
という性質を生かして，イソプレノイド増産に資する既知のゲノム工学操作を，一つの大腸
菌株に集約し，それらの掛け合わせ効果を調べることに利用した。ゲノム上の複数箇所に 

対して，kbpサイズの遺伝子配列の置換を，多段階に行なえた例はこれまでにない。本手法
の確立によって，例えばゲノム上に点在する数十の遺伝子からなる代謝経路について，他の
生物種の遺伝子，あるいは完全に人工合成された遺伝子によって，全て置換し，その機能を
調べることも可能になるだろう。 

本研究では，リコンビニアリングの各ステップにかかる作業時間についての最適化
は行なっていないものの，4回のリコンビニアリング（すなわちゲノム上の 4カ所での遺伝
子配列の置換）操作を，わずか 10日で完了することができた。通常のリコンビニアリング作
業では，1回のリコンビニアリングについて，平均すると 7日程度かかる(5)ところを，およ
そ 3分の 1にまで短縮することができた。本手法は全ての操作を液操作で実施でき，多数の
リコンビニアリング操作を並列/連続に実施することができることから，実効的なリコンビニ
アリングのスループットの，大きな向上が見込まれる。 
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6.2. 展望 

6.2.1. さらなるハイスループット化を目指して：長鎖 DNAの挿入への対応 

本研究で確立した，液体操作のみで実施可能な多段階のゲノム工学法は，全ての操作を液操
作で実施でき，多数のリコンビニアリング操作を並列/連続に実施することができる。しかし
ながら，第五章で明らかになったように，1 kbpを超える配列の導入は難しい。ゲノムを大き
く書き換えるという点では，より長い，すなわち数 kbpから数 10 kbpの配列も導入できるよ
うな，手法改良が望まれる。大きな配列の導入が困難な理由の一つは，組換え効率が，配列
のサイズが大きくなるにつれて低下するためである(6)。この問題は，I-SceIエンドヌクレア
ーゼ法の利用によって対処できると考えられる（Figure 6.1）。 

 T. E. Kuhlmanらは，I-SceIというエンドヌクレアーゼを用いて比較的長い，最大 7 

kbpの配列をゲノムに導入することに成功している(6)。この方法では，まず I-SceI認識配列
をゲノム上にあらかじめ導入する。次に，I-SceIを発現すると，I-SceI認識配列でゲノムの
切断が起こる。ここで，標的部位との相同配列を付した配列との置換が起こる。この手法を
本論文の方法に組み込めば（Figure 6.1），7 kbまでの配列導入が，連続/並列に導入できると
考えられる。 

  

 

Figure 6.1. I-SceIを用いた改良型のゲノム編集法 
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6.2.2. ミニマムゲノムプロジェクトの高速化 

多段階のゲノム工学プロジェクトとしては，大規模ゲノム欠損の研究が，最も典型的な例で
ある。ここでは，細胞のゲノム上から，細胞の生存に必須でないと思われる遺伝子を，逐次
欠失させ，大腸菌では，現在までに，およそゲノムの 30%を欠失させることに成功している
ものの(5)，これには細胞の増殖阻害を伴うため，さらなる欠損は困難な状況にある。これは，
単独の欠失では細胞機能に影響を与えない遺伝子であっても，他の遺伝子の欠失との組み合
わせによって，細胞が生存できなくなる場合が多くあるためである。 

 他の遺伝子欠失の組み合わせによって致死性を示すような遺伝型を探索するため
に，様々な遺伝子欠損の組み合わせを検討することが求められる。しかしながら，2 つの遺
伝子の欠損の組み合わせだけでも， 

 

4,000 x 4,000 = 16万通り 

 

の大腸菌株を作製することになり，さらに遺伝子が増えれば，組み合わせの数は天文学的に
増える。そこでは，本論文の方法のような，全操作を液操作で実施できる方法が有望である。
例えば 384マルチウェルプレートなどを用いれば，数千~数万の遺伝子欠失株を並列に，そ
しておよそ 3日で作製することができる。1万のサンプルを並列に扱い，1回の欠損操作を 3

日で完了すると仮定すれば，16万種の株（2遺伝子欠損の組み合わせの全てを含む）であっ
ても，わずか 48日で作製することができる。 

 

6.2.3. 微生物ゲノムの”まるごと書き換え”の可能性 
本研究が提案するゲノム改変法は全操作を液操作のみで実施できるため，例えば 384マルチ
ウェルプレートなどを用いて，数百のリコンビニアリングを並列/連続に行なうことが可能で
ある。1回のリコンビニアリングの操作時間を 3日とすれば，一ヶ月（30日）で 10回のリ
コンビニアリングが完了できる。一回のリコンビニアリング操作で，およそ 1 kbpの配列置
換を実施すると仮定すれば， 

 

 1 kbp x 10 = 10 kbp 

 

の配列置換を，一つの株に対して行うことができる。これを，マルチウェルプレートを使っ
て，例えば 1,000通りを並列実施することも，本手法なら容易である。このようにして，10 kbp

が書き換わった 1,000種類の組換え株は，CAGE（Conjugation Assisted Genome Engineering）
と呼ばれる方法を用いて，この 1,000株を一つの株に集約することが可能である(7)。ここで
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は，二つの株のゲノムを接合伝達によって融合するため，n回の操作で，2nの株を集約する
ことができる。1000株を集約するために必要な CAGE操作の回数は， 

 

 必要な CAGE操作の回数 = log10(1000)/log10(2) = 10 

 

1回の CAGE操作にはおよそ 1週間かかるので，10週間（2.5ヶ月）で 1000株の集約が完
了する。以上をまとめると，1) まず，30日のリコンビニアリング操作によって，10 kbpを
書き換えた株 1,000種を作製し，2) 次に，その 1000株を CAGE法によって 10週間かけて
集約することができ，4ヶ月弱でゲノムの 10 Mbp相当を書き換えることができる。これは，
大腸菌などの微生物ゲノムであれば，ゲノムまるまる一つ分を十分にカバーする。 

 

 

6.2.4. “書き方（手法）”よりも”何を書くか（配列設計）”が問題である 
ゲノムをスループットよく改変する手法が整えば，次はどんなゲノム配列にするか，という
デザインが問題になる。このことは，J.C. Venterらのゲノム全合成プロジェクト(8,9)で，た
った一塩基の変異が，細胞の生命機能著しく損なったことによっても強調される。そのため，
一度大きく改変したゲノムについて，引き続く”小さな”ゲノム編集によって，その配列を最適
化すること（Figure 6.2）が求められる。本論文で確立したゲノム編集法は，いくつかのゲ
ノム改変を並列に多数検討することができるため，このような目的に適していると思われる。 
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Figure 6.2. 大規模ゲノム編集工程の例 

;まず，ゲノムを大きく編集し，引き続いて細かな配列の最適化を行う  



第六章 結論 

 122 

引用文献 

1. Tashiro, Y., Fukutomi, H., Terakubo, K., Saito, K. and Umeno, D. (2011) A nucleoside kinase as a 

dual selector for genetic switches and circuits. Nucleic Acids Res., 39, e12. 

2. Gallagher, R.R., Patel, J.R., Interiano, A.L., Rovner, A.J. and Isaacs, F.J. (2015) Multilayered 

genetic safeguards limit growth of microorganisms to defined environments. Nucleic Acids Res. 

3. Cai, Y., Agmon, N., Choi, W.J., Ubide, A., Stracquadanio, G., Caravelli, K., Hao, H., Bader, J.S. 

and Boeke, J.D. (2015) Intrinsic biocontainment: Multiplex genome safeguards combine 

transcriptional and recombinational control of essential yeast genes. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 

112, 1803-1808. 

4. Mandell, D.J., Lajoie, M.J., Mee, M.T., Takeuchi, R., Kuznetsov, G., Norville, J.E., Gregg, C.J., 

Stoddard, B.L. and Church, G.M. (2015) Biocontainment of genetically modified organisms by 

synthetic protein design. Nature, 518, 55-60. 

5. Hashimoto, M., Ichimura, T., Mizoguchi, H., Tanaka, K., Fujimitsu, K., Keyamura, K., Ote, T., 

Yamakawa, T., Yamazaki, Y., Mori, H. et al. (2005) Cell size and nucleoid organization of 

engineered Escherichia coli cells with a reduced genome. Mol. Microbiol., 55, 137-149. 

6. Kuhlman, T.E. and Cox, E.C. (2010) Site-specific chromosomal integration of large synthetic 

constructs. Nucleic Acids Res., 38, e92. 

7. Ma, N.J., Moonan, D.W. and Isaacs, F.J. (2014) Precise manipulation of bacterial chromosomes by 

conjugative assembly genome engineering. Nat. Protoc., 9, 2285-2300. 

8. Gibson, D.G., Benders, G.A., Axelrod, K.C., Zaveri, J., Algire, M.A., Moodie, M., Montague, M.G., 

Venter, J.C., Smith, H.O. and Hutchison, C.A., 3rd. (2008) One-step assembly in yeast of 25 

overlapping DNA fragments to form a complete synthetic Mycoplasma genitalium genome. Proc. 

Natl. Acad. Sci. U. S. A., 105, 20404-20409. 

9. Gibson, D.G., Glass, J.I., Lartigue, C., Noskov, V.N., Chuang, R.Y., Algire, M.A., Benders, G.A., 

Montague, M.G., Ma, L., Moodie, M.M. et al. (2010) Creation of a bacterial cell controlled by a 

chemically synthesized genome. Science, 329, 52-56. 

 

 



謝辞 
 
この研究は千葉大学大学院，工学研究科，共生応用化学専攻，バイオマテリアル研究
室（斎藤研究室）でおこなわれました。研究を進めるにあたり，多くの方々のご指導，
ご助言をいただきました。この場を借りて感謝の気持ちを述べさせていただきます。 
 梅野 太輔先生には，iGEMでの 2年間と，研究室配属後の 6年間にわたり，研究
者として必要なことをたくさんご指導いただきました。また，私が持ち込むナイーブ
な研究アイデアについて，毎回真摯に受け止め議論に応じてくださったことに感謝し
ております。そのうち幾つかは，実際に論文として世に発表できる形にすることがで
きました。このようなことを通して，研究アイデアを形にして世の中の役に立てよう
とする研究活動の喜びを体感させていただけたことは，研究者を志すことを決めた大
きなきっかけの一つであり，また，その道のりを歩む上でかけがえのない財産になる
と感じています。今後も，先生からご指導いただいたことを胸に，精進していきたい
と思います。本当に有難うございました。 
 斎藤 恭一先生には，週間報告会などで，研究に関するご指導/ご助言をいただき，
研究を進める上で大変勉強になりました。特に，報告書やプレゼンテーションの作成
など，研究成果を人に伝える技術に関してさまざまなご指導をいただきました。人に
伝えるために，文章や図表を作る作業が，研究テーマを深めるためにいかに大切かと
いうことをお教えいただけたことは，一生の財産になると感じています。ありがとう
ございました。 
 河合 繁子先生には，主に週間報告会で，貴重なご意見をたくさんいただきました。
ありがとうございました。 
 片山 栄作先生には，工学・理学を問わず，さまざまな視点で，研究についての貴
重なご意見をいただきました。ありがとうございました。  
 関 実先生，幸本 重男先生，そして岸川 圭希先生には，博士論文の審査をお引
き受けいただきました。お忙しい中，貴重なお時間を割いて審査していただき，貴重
なご教示とご助言をいただきました。厚く御礼申し上げます。 
 千葉大学医学部公衆衛生羽田明研究室の真下 陽一先生には，DNA の配列解析を
手助けしていただきました。先生からいただいたアドバイスにより研究がスムーズに
進行しました。この場を借りてお礼申し上げます。 
 法政大学，生命科学部，生命機能学科の川岸 郁朗先生，曽和 義幸先生には，微



生物ゲノムの組換え法について，一からお教えいただきました。また，ゲノム組換え
法のユーザーとしての立場から，手法の是非について貴重なご意見をいただき，研究
に対しての理解を深めることができました。厚く御礼申し上げます。 
 研究室の先輩・同級生・後輩の皆さんも、さまざまな場面において私を励まし，支
えてくださり本当に有難うございました。特に，池 紘平くん，嶋村 陽くん，齋藤
聡司くんとは，本論文に関わるプロジェクトを一緒に担当し，様々な実験や議論を通
して研究を深めることができました。ありがとうございました。 
 最後に，博士進学という私の選択を認め，支援してくれた家族には，感謝申し上げ
ます。本当にありがとうございました。 
 

2015 年 2 月   冨永 将大 
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Table A1. 本研究で使用したプライマー 
No. sequence template DNA template DNA 

P1 gattcattaatgcagctggcacg 
Amplification of HC cassette with 

lacZ homology 
pMW-hsvTK-cat  

P2 
ttatttttgacaccagaccaactggtaatggtagc

gaccgcagggttttcccagtcacg 

P3 cgatggcggagctgaattac 
Amplification of lacZ from MG1655  

genomic DNA 

(MG1655)  P4 gattaatgatcagtggcgcaaagaac 

P5 
cctaacagcaccaggatttaaggtgaaattaat

ctttcatcatacacgagcttcatgcatcg Amplification of HK or HKH cassette 

with yiiDE locus homology  

pHK or pHKH 

P6 
ctgatggagaggggcggtgctgcctctctcattc

aggtcactggcgatgctgtcggaaac 

P7 
atgaccatgattacggattcactggccgtcgtttt

acaacgagattacgcgcagaccacc Amplification of HK or HKH cassette 

with lacZ locus homology 
P8 

ttatttttgacaccagaccaactggtaatggtagc

gaccgcgcccttaggtacgaactc 

P9 
cactacccgcagcagggaaataattcccgcca

aatagcttgagattacgcgcagaccacc Amplification of HK or HKH cassette 

with proV locus homology  
P10 

actgtccgccgctggcgtggtatcccacggatt

attttgacgcccttaggtacgaactc 

P11 
agcatgccactattgagtaaagccagtcaggg

gagagaacgattacgcgcagaccacctg Amplification of HK or HKH cassette 

with rssB locus homology  
P12 

cattagcaggtaatgcaaatttagcccgcgttat

cgtttgcgcccttaggtacgaactc 

P13 ctttacactttatgcttccggctc 

Apmlification of pL-gfpmut3.1 cassette 

with lacZ locus homology  

pUC-pL-gfpmut3.1 
P14 

gacaccagaccaactggtaatgcatcagagc

agattgtactgagag 

P15 cattaccagttggtctggtgtcaaaaataataat 

Genomic DNA 
P16 gagccggaagcataaagtgtaaag 

P17 cgatggcggagctgaattac 

P18 gattaatgatcagtggcgcaaagaac 

P19 cctaacagcaccaggatttaaggtgaaattaat Amplification of pT7-mrfp cassette pET23d-mrfp 
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ctttcatgagatctcgatcccgcgaaattaatac with yiiDE locus homology  

P20 
ctgatggagaggggcggtgctgcctctctcattc

aggtcacccattcgccattcagcaaaaaac 

P21 
actgtccgccgctggcgtggtatcccacggatt

attttgagatcccgcgaaattaatacgactcac Amplification of pT7-mrfp cassette 

with lacZ locus homology) 
P22 

cactacccgcagcagggaaataattcccgcca

aatagcttcccattcgccattcagcaaaaaac 

P23 
ttatttttgacaccagaccaactggtaatggtagc

gaccggagatctcgatcccgcgaaattaatac Amplification of pT7-mrfp cassette 

with proV locus homology  
P24 

atgaccatgattacggattcactggccgtcgtttt

acaaccccattcgccattcagcaaaaaac 

P25 
cattagcaggtaatgcaaatttagcccgcgttat

cgtttgtcctcaacgacaggagcac Amplification of pT7-mrfp cassette 

with rssB locus homology 
P26 

agcatgccactattgagtaaagccagtcaggg

gagagaacgtcccattcgccattcagc 

P27 atggtttagttatcgcccaggatg  

yiiDE test primers 

 

P28 ctgaacagtgatgtagcaagacacg  

P29 gtgtttgaaggcacgtatatcgttc  

P30 cagcggttggaataatagcgag  

lacZ locus sequence/test primer 

P31 gaagaaggcacatggctgaatatcg 

P32 ggatacgacgataccgaagacag 

P33 gattcattaatgcagctggcacg 

P34 gaagagagtcaattcagggtgg 

P35 ctggaagacgggacggaaatg 
proV test primers 

P36 gcgcgctttagatcgtgagg 

P37 caacggggataacggcttttttgac 
rssB test primers 

P38 gatccgcccgatattctgattc  

P39 cggttccaaagcatacgttaaacacc  
mrfp test primers  

P40 gggaaggacagtttcaggtagtcc  

P41 cgtctttatcctggattacgaccaatc hsvTK test primers 
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P42 gtgcaaataaatttaagggtaagttttccgtatg  gfpmut3.1 test primers 

P43 gtcggtcttgacaaaaagaaccg  Kmr gene sequence primer 

P44 ctgccgtaccgctcagttgac hsvTKmod sequence primer 

P45 gcgctccgataccagttgatagttaatg 

yliE test primers P46 cttctttgcagcactggtttgg 

P47 cattcatttgaatgtgctacaccgatac 

P48 atgggtgtcgcagaagtattacagg yggT test primer 

P49 ggacggtcacggcgaataag 
yfjP test primer 

P50 gcctgctgcatgagctattcc 

P51 gagttaccagtatgcccctc appY test primer 

P52 ggggagcatcatccgttaaatac 
gdhA and idi test primer 

P53 cttgcttaccgtcacattcttgatg 

P54 agcagcagtcgcttcacgttcgct 
ispDF test primer  

P55 caaatcgccggagctaaacc 
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概要 
第三章で，hsvTK とポジティブ選択マーカーの一つであるカナマイシン耐性遺伝子（Kmr）
を融合し，両者の機能を併せ持つ，デュアル選択マーカーの作製を試みたところ，その細胞
内活性は大きく低下した。そこで，hsvTK の発現量を高める以下の進化工学を行なった
（Figure A2.1）; 

1) まず ble::gfp::bleという，ゼオシン耐性機能と GFP 蛍光タンパク質機能の両方
を併せ持つ融合マーカーに，hsvTK をさらに融合した（hsvTK::ble::gfp::ble）。こ
れにより，hsvTK の発現量変化を，細胞の GFP 蛍光で評価することができると考
えた。 
2) 次に，hsvTK::ble::gfp::ble にランダム変異を導入し，得られた変異体群のなか
から，細胞に強い GFP 蛍光を与えるものを探索した。 
3) 最後に，得られた変異体の dP キナーゼ活性と，ゼオシン耐性を評価したところ，
dP キナーゼ活性が大きく向上した hsvTK::ble::gfp::ble変異体（1A3，1F2，1E4，
および 1F4）を見いだした。これらの配列解析を行なったところ，1A3 と 1F2 に
は，hsvTK 遺伝子のみに D14E および T290S というシノニマス変異がみられた
（Table A2.1）。 

得られた変異の効果は，hsvTK そのものの安定化，または融合マーカー全体の安定化に寄与
するか，あるいはその両方と考えられる。 
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Figure A2.1. hsvTK::ble::gfp::bleの進化工学 

(A)hsvTK::ble::gfp::ble の進化工学スキーム，まず，hsvTK::ble::gfp::ble を鋳型に変異導入
PCR（error-prone PCR）を行い，ベクターにライゲーションして，ライブラリを得た。次
に，得られたライブラリを大腸菌に導入し，コロニーを形成させた。コロニーの中から，よ
り強い蛍光を示すものを選択し，その dP キナーゼ活性とゼオシン耐性を調べた。（B）単離
されたクローンの dP キナーゼ活性とゼオシン耐性。 
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Table A2.1. 得られたクローン（Figure A2.1）の hsvTK::ble::gfp::ble の遺伝型解析 
clone # hsvTK region ble region gfp region 

1A3 

D14E 

D211D 

E257E 

T290S 

H323H 

N.D. V442V 

G471G 

 

1F2 

D14E 

D211D 

E257E 

T290S 

H323H 

N.D. V442 

G471G 

 

1A1 

T354A  

I361V 

 

V383A 

S426C 

R731R 

T481A 

D507D 

 

1C3 

D14E  

V120A 

E225E 

Q672R 

V673W 

V674C 

P675R 

D676T 

V447V 

 

1E4 
 E737K G471G 

S636P  

1F4  G714S  

1E5 
 Q671 stop 

Q739R 

 

 


