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研究成果の概要（和文）：部位特異的組換え機構(SSR)は溶原性ファージや接合伝達因子などの可動性遺伝因子
(MGE)で利用されている。我々は枯草菌のMGEを対象にSSRを交換したキメラ変異体を作製し、溶原性ファージSP
βと接合伝達因子ICEBs1、SPβと欠陥プロファージskinの間でSSRに互換性が有ることを示した。また、ゲノム
データベース解析によりB. subtilisとその近縁種にSPβと相同なゲノム構造で異なるSSRを有する6種のファー
ジ、異なるゲノム構造で同じSSRを有する15種のファージの存在が見出され、SSRは特定のMGEに依存しない独立
性の高い機構であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Site-specific recombination (SSR) systems are employed for transfer of 
mobile genetic elements (MGEs), such as lysogenic phages and integrative conjugative elements 
ICEs). Here, we demonstrate that the SSR units are compatible and can functionally substitute 
between phage and ICE and that of defective phage is also exchangeable with active phages by using 
lysogenic phage SPβ, a defective phage skin, and an ICE ICEBs1 existing on B. subtilis 168. As 
result of searching the microbial genomes database at NCBI, we found in other B. subtilis strains 
and related species closely related prophages with distinct SSR units that control developmentally 
regulated gene rearrangements of kamA (L-lysine 2,3-aminomutase). These results suggest that the 
correspondence between MGEs and their cognate SSR units is not absolute. We also developed a 
site-specific integration and excision vector plasmid based on the SPβ SSR system. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： 部位特異的組換え　integrase　excisionase　溶原性ファージ　接合伝達因子　枯草菌　int　xis

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
可動性遺伝因子間における組換え機構の互換性を示し、異なる組換え機構を有する同種の可動性遺伝因子の存在
を見出した本研究成果は、可動性遺伝因子における進化および組換え機構の研究分野のみならず、細菌における
ゲノム進化の研究分野へ新しい知見として貢献できるものであり学術的に意義があると考える。また、SPβの組
換え機構を利用したプラスミドベクターの開発により新たな遺伝子導入法、プロファージ除去法、細菌ゲノムの
逆位変異体の作製法が提案され、これらは有用細菌の育種や生産性の低下を引き起こすファージ除去技術などと
して工業的な応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細菌の遺伝子の水平伝播に関わる可動性遺伝因子の代表として、溶原性ファージおよび接合伝
達因子（ICE）が挙げられる。これらの可動性遺伝因子は通常の細胞増殖時では宿主ゲノム上に
組み込まれているが、紫外線（UV）などによる DNA 損傷が生じると、宿主ゲノムから切出しが
誘導され、次の宿主細胞へ移動する準備を行う。ICE の切出しは細胞密度でも誘導される
（Auchtung et al. PNAS 2005）。その後、ファージゲノムはタンパク質粒子を纏い、ICE ゲノム
は接合伝達により新たな宿主細胞へと移動する。新しい宿主へ移動したゲノムは、自らのゲノム
にコードされている組換え部位（attP）で Integrase（Int）によって、宿主ゲノム上の標的組換
え部位（attB）で特異的に組換えられ、宿主ゲノムに導入される。また、 各々の Int が認識す
る attB は異なる。Int に加えて切出し因子（Xis）が共に働くと宿主ゲノムから切り出される。
したがって、両者は全く異なる方法で新しい宿主細菌間を移動する一方、宿主ゲノムへの組込み
と切出しは共通して int-xis のシステムを利用し
ている（図１）。また、枯草菌 168 株の溶原性ファ
ージ SPβと相同なゲノム構造を有する類縁ファー
ジが、B. subtilis D12-5 ではゲノムの違う位置に
存在しており異なる int-xis を持つことを見出し
ており、自然界において可動性遺伝因子が様々なタ
イプの int-xis を利用できることが示唆された。SP
βの int-xis による切出しが胞子形成に重要な遺
伝子の再構築に必要であること（Abe et al. PLoS 
Genet 2014）、枯草菌の ICE の int-xis は、Bacillus 
属と Listeria 属の異種間で機能することから、
int-xis システムの獲得は可動性遺伝因子のゲノム
挿入位置を変えるのみでなく、異種細菌間の遺伝子
発現にも影響を及ぼす重要なプロセスであることが
示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、枯草菌の溶原性ファージと接合伝達因子を対象として合成生物学的手法により異な
る可動性遺伝因子における int-xis の互換性について調べ、可動性遺伝因子と int-xis の相関
関係を明らかにすることを目的とする。また、得られた int-xis の組換え機構の知見を基に、新
たなゲノム改変ツールとしての応用を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）溶原性ファージおよび接合伝達因子の int-xis 交換による互換性の解析 
枯草菌 168 株のゲノムに組み込まれる溶原性ファージ SPβと接合伝達因子 ICEBs1 を使い、枯草
菌の自然形質転換を利用して int-xis を交換したキメラファージおよびキメラ ICE の作製を行
い、異なる int-xis を獲得したことによる影響について解析する。 
（２）溶原性ファージによる欠陥プロファージの int-xis の利用についての解析 
欠陥プロファージ skin の int-xis を SPβへ導入したキメラファージを作製し、欠陥プロファー
ジの組換え機構が溶原性ファージの内部でどのように振舞うのか調べる。 
（３）特定の attB を認識する溶原性ファージの検索 
国立生物工学情報センター（NCBI）のデータを対象に BLAST による塩基配列およびアミノ酸配列 
の相同性検索を使い、特定の attB を認識するファージをまたは相同性のある Int を有するファ
ージの傾向を把握する。 
（４）SPβ類縁ファージφ3T の組換え機構の解析 
胞子形成遺伝子 kamA に組み込まれるφ3T の組換え機構に関わる int-xis の特定、βガラクトシ
ダーゼアッセイによる転写制御の解析を行い、SPβとの比較により類縁ファージ間における組
換え機構の違いを明らかにする。 
（５）int-xis を利用した部位特異的組込み切出しプラスミドベクター(SIEV)の作製とその応用 
int-xis による部位特異的な組込みと切出し機構を応用し、特異性の高い組込みと任意のタイミ
ングで除去できるプラスミドベクターの作製を行い、その利用について検討する。 
 
４．研究成果 

図 1. 溶原性ファージと ICEの組込み機構の共通性 



(1) 溶原性ファージおよび接合伝達因子の int-xis 交換による互換性の解析 
枯草菌168ゲノムのspsM遺伝子とtrnS-leu2遺伝子に組み込まれるSPβとICEBs1について、

部位特異的組換え機構に利用されている int および xis 遺伝子は同定されている。まず、ICEBs1
の int（intICEBs1）と xis（xisICEBs1）の遺伝子および attL/R 配列を SPβゲノムへ導入し、キメラ
ファージ SPβICEBs1 を作製した。SPβICEBs1 を DNA 損傷
剤マイトマイシン C（MMC）により誘発したところ、宿
主細菌の溶菌がみられ、野生型 SPβと同様のタイミ
ングで宿主ゲノムから切り出しが行われることが確
認された（図２）。この溶菌液よりファージを調製し
て宿主へ感染させた結果、野生型 SPβと同等の数の
感染能を有するファージ粒子が形成されていた。SPβ

ICEBs1 のエリスロマイシン耐性を利用して溶原化効率
を調べた結果、野生型 SPβと同等の効率で溶原化さ
れることが示され、この溶原菌のゲノムを調べたところ、SPβICEBs1は trnS-leu2 遺伝子を認識し
て組み込まれていることが確認された。次に、ICEBs1 へ SPβの int（sprA）と xis（sprB）の遺
伝子および attL/R 配列を導入し、キメラ ICE ICEBs1SPβを作製した。ICEBs1SPβを MMC により誘
発させた後、ICEBs1 非接合伝達体を受容菌として混合培養することで接合伝達を行わせ、
ICEBs1SPβのクロラムフェニコール耐性を利用して接合伝達効率を測定した結果、野生型 ICEBs1
と同程度の効率で接合伝達されることが示された。そして、接合伝達体のゲノムを調べたところ、
ICEBs1SPβは spsM 遺伝子へ組み込まれていた。また、
ICEBs1SPβのMMC処理後における宿主ゲノムからの切
出しのタイミングも野生型 ICEBs1 と比べて変化は
見られなかった（図３）。したがって、部位特異的組
換え機構が本来の機能を失うことなく溶原性ファー
ジと ICE の間で交換可能であることから新たな領域
を標的とする組換え機構として利用できることが示
され、異なる可動性遺伝因子の間で互換性を有する
ことが示唆された。 
 
(2) 溶原性ファージによる欠陥プロファージの int-xis の利用についての解析 
ファージ粒子形成能を失った欠陥プロファージ skin element (skin)は、胞子形成期の転写因

子をコードする sigK 遺伝子へ組み込まれており、胞子形成期になると skin の int (spoIVCA)と
xis (skr)を発現して切り出される。この機構は SPβと類似していることから、欠陥プロファー
ジの組換え機構が溶原性ファージにより利用され得る可能性を考えた。skin の spoIVCA と skr
および attL/R 配列を SPβ導入し、キメラファージ SPβskinを作製した。SPβskinを MMC 処理によ
り誘発を行って調べた結果、形成されるファージ粒子数および溶原化効率について野生型 SPβ
と比較して大きな差は見られず、宿主ゲノムからの切り出しのタイミングにもほとんど影響は
見られなかった。溶原菌のゲノムを調べたところ SPβskin が sigK 遺伝子を認識して組み込まれ
ることが確認された。また、SPβは skin と同様に胞子形成期に spsM 遺伝子から切出されること
が知られており、この制御機構は SPβskinにも保存されている。そこで、SPβskin溶原菌を胞子形
成誘導培地(DSM)にて培養し、胞子
形成過程における切出しについて
調べた結果、skinと同様の時期より
切り出しが起きていることが示さ
れた(図４)。これらのことより、欠
陥プロファージの部位特異的組換
え機構は溶原性ファージにより利
用可能であり、それが本質的な機能
へ影響することはないことが示唆
された。 
 

（3）特定の attB を認識する溶原性ファージの検索 
国立生物工学情報センター（NCBI）のデータベースを対象に、特定の attB を認識するファージ
を調べた。まず、spsM 遺伝子を標的として組み込まれるファージを調べたところ、B. subtilis

図 2. 定量 PCRによる SPβICEBs1の切出し解析 

図 3. 定量 PCRによる ICEBs1SPβの切出し解析 

図 4. 定量 PCRによる SPβskinの胞子形成期の切出し解析 



種より 16種の SPβ様ファージが検出され、それらのゲノムには SPβの SprA と相同なアミノ酸
配列をコードする遺伝子がコードされていた。一方、近縁種の B. velezensis から 15 種の 4 kb-
20 kb のゲノムを持つ、SPβが縮退化したと考えられる欠陥プロファージが見られた。しかしな
がら、これらも SprA と相同なアミノ酸配列をコードする遺伝子を有していた。さらに、SPβと
基本的に同じゲノム配列を有する一方、SPβとは異なる Lysine 2,3-aminomutase をコードする
kamA 遺伝子へ組み込まれている SPβ類縁ファージが、B. subtilis と B. velezensis において
128-136 kb のもの 6種と、11 kb の欠陥プロファージが 1種存在することを明らかにした（図
5）。これらの中に SPβグループファージと
して知られているφ3T も含まれていた。
kamA に組み込まれているプロファージの
Int は、SprA と全く異なるアミノ酸配列を
有するが、kamA 内部のプロファージ間では
同じ Int がコードされていた。これらの解
析から、部位特異的組換え機構が同種ファ
ージ間において多様性が存在することが明
らかにされ、これが個々の可動性遺伝因子
固有の機構ではないことが示唆された。 
 
(4) SPβ類縁ファージφ3Tの組換え機構の解析 
 kamA 遺伝子に組み込まれる SPβ類縁ファージφ3T のゲノム情報は明らかにされていたが、組
換え酵素（intφ3T）と切出し因子(xisφ3T)は特定されていなかった。まず、φ3T のゲノム配列
(KY030782)を SPβと比較を行ったところ、アミノ酸配列は全く異なるが、SPβの sprA と sprB
と同様のゲノムの位置に intφ3T と xisφ3T と思われる遺伝子を見つけた。そこで、これらの遺伝
子の上流に IPTG で制御可能な Pspac プロモーターを導入したところ、どちらも IPTG 非添加時
ではφ3T の切り出しは見られなかった。一方、IPTG 存在下による Intφ3T遺伝子発現の誘導は野
生型φ3T と同様に切り出しが見られ、xisφ3T 遺伝子発現の誘導では常時切り出しが見られた。
したがって、候補の遺伝子が intφ3T と xisφ3T であることを明らかにした。xisφ3T の発現がφ3T
の切り出しを制御していることが示された。次に、胞子形成期にみられる SPβの切り出しがφ
3T でも同様に起こるのか調べた結
果、φ3T も胞子形成期に kamA 遺伝
子から切り出されることが明らかに
なり、int-xis のタイプは異なるが
SPβと同様の発現機構で制御されて
いることが示された（図 6）。また、
特定したintφ3Tとxisφ3TをSPβへ導
入したキメラファージ SPβφ3T を作
製し、SPβの内部で kamA 遺伝子を標
的とする組換え機構として働くこと
を確認した。したがって、同じゲノ
ム配列を持つ類縁ファージの間でも
異なる int-xis は交換可能であるこ
とが示された。 
 
(5) int-xis を利用した部位特異的組込み切出しプラスミドベクター(SIEV)の作製とその応用 
これまでに溶原性ファージの int を利用した部位特異的組換えプラスミドは作製されていた。
本研究は、int に加えて xis も利用することで部位特異的組込みと切出しが可能なプラスミドベ
クター（SIEV）の作製を試みた。SPβとφ3T の int-xis を利用し、int は構成的プロモーター
の、xis をキシロース誘導プロモーター(Pxyl)の下流に配置することで、キシロースによる切出
し誘導できるように設計した。しかしながら、φ3Tの intφ3T-xisφ3Tを導入すると大腸菌の細胞
内で小型化した不完全なものしかできず、SPβの sprA-sprB を利用した SIEVSPβのみが作製でき
た。この SIEVSPβを自然形質転換で枯草菌へ導入すると、spsM 遺伝子へ特異的に組み込まれ、キ
シロース処理後 2時間で約 8割が切り出され、24 時間後にはほとんどの細胞から SIEVSPβが失わ
れていた。次に、キシロース存在下で SIEVSPβの sprB を発現させた状態で SPβ溶原菌の形質転
換を行うことで、SPβの切り出しを誘導することができ、SPβ非溶原菌を効率的に取得可能であ

図 5. kamA遺伝子に組み込まれる SPβ類縁ファージ 

図 6. ファージ誘発時および胞子形成期におけるφ3Tの切り出し 



ることが示された。さらに、SprB が SprA の attB/attP 組換え反応を阻害することを利用して、
宿主ゲノムの一部を導入した SIEVSPβが相同組換えで組み込まれることを確認した。この組換え
により宿主のゲノム上には attB と SIEVSPβ由来の attP が存在することとなり、さらに SprB の
発現を抑制することで SprA による attB/attP の組換えが誘導される。この方法により、trpC- 
spsM 間のおよそ 88 kbp における長距離ゲノムの逆位変異体の作製が可能であることが確認さ
れた。 
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