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要旨 
 
精製された因⼦を⽤いて⽣命現象を試験管内で再構成することは、対象とする⽣命現象

の成⽴の境界条件を明らかにする上で重要であり、同時に、バイオテクノロジーのツール
開発の基礎となる。試験管内再構成を⾏う上では、因⼦数は多くない⽅が容易であるため、
⽐較的単純な⽣物の系を⽤いることが望ましい。そして、その⽣物に関して、⽣化学や分
⼦遺伝学の知⾒が蓄積していることが必要である。⼤腸菌はこれらの点を満⾜するモデル
⽣物である。実際、これまでに、精製された⼤腸菌の因⼦を⽤いて転写と翻訳を試験管内
で⾏うシステムが開発されており、PURE system と呼ばれている。また、⼤腸菌ゲノムの
複製起点である oriC 配列に依存した、DNA 複製の試験管内再構成系も実現されており、
Replication Cycle Reaction (RCR)と呼ばれている。RCR は、バクテリアゲノムに⾒られるよ
うな環状 DNA を増幅することができ、100 kb を超える⻑⼤な DNA を増幅できるなど、
Polymerase Chain Reaction (PCR)にはない利点がある。 

RCR と PURE system を組み合わせると、セントラルドグマを１つの試験管内に完全に再
構成することができる可能性がある。つまり、DNA 分⼦にコードされた遺伝⼦から発現し
たタンパク質が、⾃分⾃⾝の遺伝⼦ DNA を増幅するという、ゲノムの⾃⼰複製系の構築
も可能になると考えられる。ゲノム⾃⼰複製系が構築できれば、多種多様な変異種から優
位な分⼦種を選択するダーウィン的進化を試験管内で起こさせて有⽤変異遺伝⼦を獲得す
る⽅法の開発にも繋がる。本論⽂では、ゲノムの⾃⼰複製系の構築を⽬指した研究の結果
を報告する。まず、⾃⼰複製系ゲノム DNA の構築のための技術として、任意の環状 DNA

を増幅して解析する技術や合成ゲノムの構築と増幅の⽅法を開発したので、これらについ
て述べる。次に、それらの技術を利⽤して環状 DNA を構築し、RCR と PURE system を共
役させたときの、環状 DNA の複製を調べた結果について述べる。後者においては、複製
と転写の衝突を回避するための複数の機構が、ゲノム複製の再構成系においても重要であ
ることが結論された。 

第⼀章では、RCR と PURE system に関して概説し、また、複製と転写・翻訳の間の⼲渉
に関する従来の知⾒を述べる。 

第⼆章では、様々な環状 DNA を RCR によって複製するために開発した OriC トランスポ
ゾン法について述べる。RCR の鋳型となる DNA には oriC が必要である。そのため、如何
にして環状 DNA に oriC を導⼊するかが課題であった。そこで、トランスポゾンを⽤いて
oriC を挿⼊する技術を開発した。そして、この⽅法を⽤いることで、ミトコンドリア DNA

などの様々な DNA が RCR によって増幅できることを⽰した。この⽅法によって、環境中
の微量な環状 DNA なども増幅して解析できる可能性がある。 

第三章では、任意のゲノム構造を持った⻑鎖環状 DNA を、RCR を⽤いて試験管内で構築
する技術の開発について述べる。末端がオーバーラップした DNA 同⼠を DNA組換え酵素
を⽤いて連結する⼿法（倉⽥ら、未発表）を RCR と組み合わせ、第四章で述べる実験で⽤
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いた DNA をはじめ、新型コロナウイルスを⼈⼯的に産⽣するためのプラスミドなどの
様々な環状 DNA を試験管内で構築した。また、PCR では増幅が難しいとされるリピート
配列が RCR では増幅できること、例えば、ヒトゲノムのセントロメアとしての機能を持つ
⻑⼤なリピート配列(約 60 kb)なども増幅できることを⽰した。 

第四章では、RCR と PURE system を共役させ（以下、PURE-RCR と呼ぶ。）、ゲノムの⾃
⼰複製系の構築を検討した結果を述べる。RCR を構成する 26 種のタンパク質のうち複製
の開始段階に必須な DnaA を、遺伝⼦(dnaA)としてコードし、また複製の開始起点になる
oriC を持つ環状 DNA を鋳型とした。 PURE system、DnaA を含まない RCR酵素 mixture及
び鋳型環状 DNA からなる反応液をインキュベーションした。PURE system によって産⽣さ
れた DnaA によって RCR に必要な酵素がそろい、鋳型 DNA が複製することを期待したが、
鋳型 DNA の増幅は⾒られなかった。 

増幅が⾒られなかった原因として、まず、T7 RNA polymerase による転写が複製と衝突す
ることによって、転写または複製が阻害されている可能性を考えた。そこで、T7 RNA 

polymerase に代えて、α2ββ’ωσ70 のサブユニット構成を持つ⼤腸菌 RNA polymerase を⽤い
た PURE-RCR の構築を検討した。その結果、鋳型 DNA が⾼濃度(112 pM 以上)に存在する
場合には、DnaA の産⽣に依存した環状 DNA の増幅が⾒られた。⼀⽅で、油中⽔滴エマル
ジョンを⽤いて反応液を区画化し、鋳型環状 DNA 分⼦を数分⼦毎にそれぞれの反応区画
に封⼊した場合や、鋳型 DNA を低濃度(56 pM 以下)にした場合は、鋳型 DNA の複製が⾒
られなかった。反応区画内の数分⼦の鋳型 DNA ではその増幅が起こらない原因として、
僅かな量の分⼦を鋳型として複製と転写が起こることで、同⼀の鋳型分⼦上で複製と転写
が衝突し、互いが⼲渉しあっている可能性を考えた。 

そこで、この衝突を回避するために、GreAB を導⼊した。GreAB は、⼤腸菌 RNA 

polymerase が RNA合成のエラーなどを原因として停滞した場合に、その停滞を解消し、複
製と転写の衝突の回避に働くことが知られている。PURE-RCR に GreAB を導⼊したところ、
56 pM の鋳型 DNA を⽤いた場合でもその増幅が可能になった。⼀⽅、⼤腸菌 RNA 

polymerase の rpoB変異(H1244Q)は greAB⽋損を相補することが知られている。GreAB を導
⼊する代わりに、H1244Q変異体 RpoB を⽤いた場合にも、鋳型 DNA の増幅が⾒られた。
以上のことから、再構成系においても停滞した⼤腸菌 RNA polymerase が複製を阻害するこ
とが⽰唆された。 

複製阻害の原因として、転写産物 RNA と鋳型 DNA との⼆重鎖である R-loop の形成も知
られている。R-loop を分解する RNaseH は、RCR酵素 mixture に含まれていたが、RCR に
は必須でないことが知られていた。しかし、PURE-RCR においては RNaseH が鋳型 DNA

の複製に必須であることが⾒出された。このことは、再構成系においても R-loop が形成さ
れ、複製を阻害することを⽰唆している。 

DNA helicase である UvrD や Rep は、DNA に結合したタンパク質を解離させる機能も持つ
ことが知られており、停滞した⼤腸菌 RNA polymerase を DNA から剥がすことで、複製の



 vii 

衝突を回避することが⽰唆されている。これらのいずれかを PURE-RCR に導⼊したところ、
いずれの場合も、プロモーターを１つしか持たない環状 DNA では、顕著な効果が⾒られ
なかったものの、３つのプロモーターを持った環状 DNA では、鋳型 DNA の複製が促進さ
せれた。これは、プロモーター数を増やして鋳型 DNA 分⼦あたりの転写量を増加させた
場合には、RNA polymerase の停滞の頻度が上昇し、UvrD や Rep によって鋳型 DNA の複製
のレスキューが、更に必要になることを⽰している。 

以上の結果から、複製と転写の衝突回避機構が、セントラルドグマを再構成したゲノム
の⾃⼰複製系には重要であることが⽰された。 

本論⽂では、RCR と PURE system を共役させたゲノムの⾃⼰複製系の構築を⽬指し、その
ために必要な知⾒を得ることができた。ただし、現在では、dnaA 遺伝⼦の発現と DNA の
複製が同⼀分⼦上で起きているかが確認できていない。異なる分⼦上で起きている場合は
⾃⼰複製とは⾔いがたく、また、試験管内ゲノム進化においては、発現産物が他のゲノム
分⼦を複製してしまうと、⾃⼰複製に優位な変異を持ったゲノム分⼦が複製されず、進化
が起きない可能性も考えられる。今後の検証としては、エマルジョンなどの区画を⽤いて、
1 分⼦ゲノム DNA からの転写・翻訳・複製が起きているかを調べることが考えられる。 
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本論⽂で⽰した表のリスト 
 

表 2.1 第⼆章で⽤いたプライマーのリスト 

 

表 3.1 第三章で⾏った RA-RCR を⽤いた試験管内クローニング 

表 3.2 第三章で⽤いたプライマーのリスト 

 

表 3.3 RCR 増幅のための oriC 導⼊法の⽐較 

 

表 4.1 pOriT7AG、pOriT7G、pOris70AG、pOris70G、pOris70AGp3、pOris70Gp3、
pOris70AGter、pOris70Gter の構築に⽤いた DNA断⽚のリスト 

表 4.2 環状 DNA 構築に⽤いたプライマーのリスト 

  



 ix 

本論⽂で⽰した図のリスト 
 

図 1.1 ⼤腸菌染⾊体複製システム再構成系(RCR)の概略図 

図 1.2 ⼤腸菌 RNA polymerase (E. coli RNAP)と複製フォークの衝突のモデル図 

図 1.3 転写進⾏に伴う鋳型 DNA のスーパーコイル状態のモデル図 

図 1.4 RCR を基盤にした DNA 増幅法と再構成研究 

 

図 2.1 試験管内 Tn5 トランスポジション反応 
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第⼀章 序論 
 

1.1 試験管内再構成系を⽤いた研究 

 

⽣物学における知⾒の蓄積に伴って、⽣命現象の試験管内再構成が広く⾏われるように
なっている。⽣命現象を試験管内で再構成することは、対象の⽣命現象に必要な最少要素
を明らかにするだけでなく、その仕組みを理解することに繋がる。バイオテクノロジーの
観点からは、⽣命現象を⾃在にデザインし有⽤なツールとして活⽤することが可能である。 

モデル⽣物である⼤腸菌については⽣化学や分⼦遺伝学の知⾒が多く、様々な代謝系や
複製・転写・翻訳システムなどがそれぞれ精製された因⼦を⽤いて再構成されている。例
えば、転写翻訳システムの再構成系である PURE system は、タンパク質合成に必要な最少
因⼦から構成され、関連する因⼦の機能解析などに役⽴っている(Shimizu et al., 2001)。ま
た、リボソームディスプレイ法や mRNA ディスプレイ法といった有⽤な遺伝⼦のスクリー
ニング技術などに応⽤されている(Villemagne et al., 2006; Reyes et al., 2021)。転写翻訳シス
テムが⽣命の根幹となるセントラルドグマの構成要素であることから、PURE system は、
⽣命現象を再構成する上で中⼼的な反応系といえる。 

同じくセントラルドグマの構成要素である複製システムについては、30 年以上も前にア
ーサー・コーンバーグによって、精製タンパク質を⽤いたミニ染⾊体の複製が再構成され
ている(Kaguni and Kornberg, 1984)。しかしながら、複製を繰り返しながらの DNA 増幅に
は⾄っておらず、⼤腸菌が染⾊体を指数関数的に増やす仕組みを完全に再構成することは
できていなかった。そこで、これまでに再構成されていた複製の開始・伸⻑反応に、さら
に終結・分離反応を統合し、複製がサイクルする反応系(RCR: Replication Cycle Reaction)が
構築された(Su’etsugu et al., 2017; Hasebe et al., 2018)。RCR は、26種の精製タンパク質から
構成され、⼤腸菌染⾊体の複製開始起点である oriC を持つ環状 DNA を指数関数的に増幅
することができる(図 1.1)。染⾊体複製システムを利⽤していることから、1 Mb を超える
⻑⼤な DNA を増幅できる点でバイオテクノロジーの分野で期待される技術である(Mukai 

et al., 2020)。しかしながら、鋳型環状 DNA が oriC を持つ必要があることから、如何にし
て oriC を環状 DNA に導⼊するかが課題であった。また、Polymerase Cycle Reaction (PCR)

法のような既存の DNA 増幅系と異なり、RCR が等温反応であることから、様々な⽣化学
反応との統合が可能であり、DNA 複製を基盤とした⽣命現象の再構成に繋がる。例えば、
PURE system と組み合わせることで、セントラルドグマの完全な再構成が可能であると考
えられる。 
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図 1.1 ⼤腸菌染⾊体複製システム再構成系(RCR)の概略図。⼤腸菌染⾊体の複製開始起点
oriC を持つ環状 DNA を指数関数的に増幅する。ter は、Tus 結合配列であり、複製フォー
クの過剰進⾏を抑える(Hasebe et al., 2018)。Suʼetsugu et al. (2017) を参考に作製した。 
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1.2 PURE system と DNA⾃⼰複製システム 

 

PURE system は、試験管内で転写翻訳システムを再構成した無細胞タンパク質合成系であ
る(Shimizu et al., 2001)。無細胞タンパク質合成系は、初め、細胞抽出液を⽤いたタンパク
質合成系として開発され、DNA にコードされた遺伝情報が機能分⼦であるタンパク質に変
換される仕組みの解明に深く貢献してきた(Nirenberg and Matthaei, 1961)。しかしながら、
細胞抽出液にはタンパク質合成には無関係な因⼦が多く含まれるため、タンパク質合成に
必要とされる最少因⼦を明らかにするには不向きであった。そこで、2001 年に⼤腸菌から
精製した因⼦を⽤いて転写翻訳システムを再構成した PURE system が開発された(Shimizu 

et al., 2001)。PURE system は、10種の翻訳因⼦(IF1、IF2、IF3、EF-Tu、EF-Ts、EF-G、RF1、
RF2、RF3、RRF)、20種の tRNA アミノアシル化酵素、リボソーム、T7 RNA polymerase、
tRNA、ヌクレオチドやアミノ酸などの基質及び ATP や GTP の再⽣を⾏う因⼦から構成さ
れる。PURE system では、T7 プロモーターから転写される遺伝⼦をコードする DNA を鋳
型とし、T7 RNA polymerase による転写反応によって mRNA が合成される。mRNA が翻訳
反応の鋳型となりタンパク質が合成される。PURE system には、シャペロンなどのタンパ
ク質の⽴体構造形成に関わる因⼦が含まれないため、合成されたタンパク質が機能しない
といったことが起こり得る。しかし⼀⽅で、そういった因⼦を加えることで⽴体構造形成
に関わる機能を解析することも可能である(Niwa et al., 2009)。 

近年では、PURE system はリボソームディスプレイ法や mRNA ディスプレイ法などの遺
伝⼦ライブラリーから有⽤なタンパク質をコードする遺伝⼦をスクリーニングする技術に
も利⽤されている(Villemagne et al., 2006; Reyes et al., 2021)。これらの技術では、mRNA と
それを鋳型に発現したタンパク質を物理的に対応づけ、発現したタンパク質をその結合活
性などで選択し、鋳型 mRNA を解析することで有⽤な遺伝⼦をスクリーニングする。
PURE system には、RNase などの分解酵素が含まれないためスクリーニングの効率が上が
る。 

また、転写翻訳システムが、⽣命の根幹であるセントラルドグマの構成要素である点か
ら、PURE system と様々な⽣化学反応を統合し、より複雑な⽣命現象を再構成しようとす
るアプローチが⾏われている。例えば、DNA 複製システムと PURE system を組み合わせる
ことによる複製と転写翻訳の共役系は、セントラルドグマの完全な再構成である (Fujiwara 

et al., 2013; Ichihashi et al., 2013)。これまでに、Φ29 ファージの DNA 複製システムと PURE 

system による複製と転写翻訳の共役系が報告されている(van Nies et al., 2018)。この共役系
では、Φ29 ファージの DNA 複製システムを構成するタンパク質を遺伝⼦としてコードし、
また Φ29 ファージ DNA の複製開始起点を持つ直鎖状ゲノムを鋳型とする。これによって、
PURE system による遺伝⼦の転写翻訳に共役したゲノムの複製が達成される。さらに、複
製と転写翻訳の共役系を、油中⽔滴エマルジョンやリポソームなどを⽤いてゲノム DNA

を 1 分⼦毎に微⼩空間に閉じ込めることで、発現したタンパク質分⼦が⾃⾝の鋳型となっ
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たゲノム DNA 分⼦の複製のみに機能するようなゲノムの⾃⼰複製が可能である。ゲノム
⾃⼰複製系の構築によって、多種多様な変異種から優位な分⼦種を選択するダーウィン的
進化を試験管内で再現することが可能であり、有⽤変異遺伝⼦を獲得する⽅法の開発にも
繋がる。しかしながら、Φ29 ファージの DNA 複製システムでは DNA 複製の効率が悪いた
め、全⻑配列を持たない分⼦量の⼩さな DNA が副産物として増幅する(van Nies et al., 

2018)。この副産物は複製に必要な遺伝情報を持たないため、その増幅により⾃⼰複製能を
持ったゲノムの淘汰が起きないと考えられる。そこで、本研究では、⼤腸菌染⾊体複製シ
ステムの再構成系である RCR を⽤いたゲノムの⾃⼰複製系の構築を⽬指した。 

  



 5 

1.3 RCR 

 

⼤腸菌の染⾊体複製の再構成系については、1984 年にアーサー・コーンバーグによって、
精製タンパク質を⽤いたミニ染⾊体の複製系が構築されていた(Kaguni and Kornberg, 1984)。
環状 DNA である⼤腸菌染⾊体の複製反応は、複製開始起点である oriC からその対極に向
かって両⽅向に進⾏する(Kornberg and Baker, 1992; Hiasa and Marians, 1999)。oriC 配列上で
の DnaA タンパク質の重合により DNA が折り曲げられ、oriC 配列の⼀部が開裂すること
で複製が開始される(Ozaki and Katayama, 2009)。この開始反応には、環状 DNA の負のスー
パーコイルが必要である(Smelkova and Marians, 2001)。開始反応後は、oriC 開裂部の両側に、
DnaB helicase や DNA polymerase III などからなる２つの複製複合体が形成され、両⽅向に
複製フォークが進⾏する(Fang et al., 1999)。また、複製フォークの進⾏中は、DnaG primase

によって合成された RNA プライマーを起点に、DNA polymerase III によってリーディング
鎖とラギング鎖の伸⻑が⾏われる (Kelman and O'Donnell, 1995)。複製フォークが進⾏する
ためには、Gyrase によってトポロジカルなストレスを解消する必要がある(Smelkova and 

Marians, 2001)。このようにして、ミニ染⾊体の複製再構成系では、鋳型環状 DNA を oriC

から複製するが、複製を終結させ、⼆分⼦の娘環状 DNA に分離する仕組みを持たないた
め、複製産物が次の複製の鋳型となり複製が繰り返されるような複製サイクルの再構成に
は⾄っていなかった。 

複製の終結には、複製フォーク同⼠が oriC 対極部で融合し(Neylon et al., 2005)、DNA 

polymerase I や Ligase などによって岡崎フラグメントが連結する必要がある(Funnell et al., 

1986) 。 複 製産物 で あ る ⼆ 分 ⼦ の娘環 状 DNA は 、互い に絡み合って い る た め 、
Topoisomerase IV などによる分離反応が⾏われなくてはならない(Peng and Marians, 1993; 

Suski and Marians, 2008)。その後、Gyrase によって負のスーパーコイルが導⼊されることで、
次の複製開始が可能である(Smelkova and Marians, 2001)。 

RCR では、これまでに再構成されていた複製の開始・伸⻑反応に、終結・分離反応を統
合することで、oriC を持つ環状 DNA を鋳型とした複製サイクルを可能とした (図 1.1; 

Su’etsugu et al., 2017)。RCR は、26 種の精製タンパク質から構成され、30˚C の等温反応で
⾏われる。また、鋳型 DNA が 1 分⼦さえあれば増幅可能であるだけでなく、複製の精度
(1.2×10-8 エラー/塩基/サイクル)がかなり⾼い。さらに、染⾊体複製システムを利⽤してい
るため、1 Mb を超える⻑⼤な環状 DNA の増幅も可能である(Mukai et at., 2020)。これらの
特徴から、バイオテクノロジーの分野では、⻑鎖 DNA の試験管内クローニングやゲノム
合成に繋がる技術として期待される。また、PCR 法とは異なり、RCR が 30˚C の等温反応
で⾏われるため、様々な⽣化学反応と統合することができ、染⾊体複製サイクルを基盤と
した⽣命現象の再構成が可能である。 
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1.4 RCR を基盤にしたバイオテクノロジーと再構成研究 

 

近年の次世代シークエンス技術や合成⽣物学的⼿法の進展により、⻑鎖 DNA を簡便に増
幅する技術への期待が⾼まっている。⼀般的に広く使われる PCR 法では、10 kb を超える
⻑⼤な DNA や GC リッチな DNA の増幅が困難である。また、微⽣物を⽤いた DNA クロ
ーニング法では、ホストに対する毒性を⽰す DNA の増幅は難しい。⼀⽅で、RCR では、
⻑鎖 DNA を試験管内で増幅できることから、⻑⼤なプラスミドや難培養微⽣物のゲノム
などをクローニングし、その配列を解析することや、DNA連結法と組み合わせて⻑⼤な環
状 DNA を構築することが可能であると考えられる。RCR は、PCR 法のようにプライマー
を必要としないため、鋳型環状 DNA の配列が未同定であっても、oriC を導⼊することさ
え出来れば、その増幅が可能である。 

RCR は、また、⼤腸菌の染⾊体複製サイクルを再構成した系としては世界で唯⼀である。
染⾊体複製は、⽣命の根幹となるシステムであるため、それを基盤とした⽣命現象の再構
成は、増殖する⼈⼯細胞の構築に繋がる。特に、RCR と PURE system を組み合わせること
による複製と転写翻訳の共役系の構築は、⼤腸菌そのもののセントラルドグマを完全に再
構成することである。これは、これまでの⼤腸菌研究において蓄積されてきた多くの知⾒
を参考に進められるだけでなく、その過程では新たな⽣理学的原理の発⾒が期待される。
また、これまでの Φ29 ファージ の DNA 複製系や PCR 法と⽐較すると、RCR が 30˚C の等
温で⾏われ、且つ DNA 増幅効率の良い複製系である点は⼤きなアドバンテージである。
さらに、⻑鎖 DNA を増幅できる点では、鋳型 DNA にコードする遺伝⼦数を増やし、さら
に⾼次な⽣命現象を再構成することが可能である。 
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1.5 複製と転写翻訳の共役 

 

複製と転写翻訳の共役において、重要となるのは複製と転写の協調的な進⾏である。実
際に⽣体内では、同⼀の染⾊体 DNA 上で複製と転写が起こるため互いに⼲渉し合ってい
る。例えば⼤腸菌染⾊体に機能する複製と転写では、複製フォークの進⾏速度が RNA 

polymerase による転写の進⾏速度に⽐べて 10~20 倍ほど速いことから(Kornberg and Baker, 

1992)、複製が転写に衝突し、複製が阻害される(Merrikh et al., 2012)。転写の停滞は複製と
の衝突を誘発し、特に、RNA 合成のエラーなどによって RNA polymerase がバックトラッ
クした場合は、RNA polymerase と鋳型 DNA が安定な複合体を形成するため、複製阻害の
原因となる(図 1.2; Nudler, 2012)。⼀⽅で、複製と転写の衝突を回避するための機構も存在
し、⼤腸菌では、GreAB、DksA、Mfd、UvrD、Rep などのタンパク質因⼦や、転写とカッ
プリングした翻訳などが知られている(Dutta et al., 2011; Tehranchi et al., 2010; Pomerantz and 

O'Donnell, 2010; Guy et al., 2009; Brüning and Marians, 2021; Boubakri et al., 2006)。例えば、
GreAB は、RNA polymerase と直接結合し、RNA polymerase のバックトラッキング状態の解
消に働く。これにより、転写がスムーズに進⾏するため、複製と転写の衝突による複製阻
害が抑制される(図 1.2; Nudler, 2012)。 

また、DNA トポロジーの観点では、⼤腸菌の染⾊体複製において、oriC 近辺の転写が
oriC からの複製開始を制御していることや(Kaguni and Kornberg, 1984; Bates et al., 1997)、転
写産物である RNA が鋳型 DNA とハイブリダイズすることで R-loop を形成し、DNA合成
の起点となるプライマーとして機能することが報告されている(Itoh et al., 1980)。どちらも
進⾏中の複製や転写において、その上流や下流にそれぞれ局所的にできる負のスーパーコ
イル、または正のスーパーコイルが関わっている(Liu and Wang, 1987; Magnan and Bate, 

2015; Masse and Drolet, 1999)。oriC から離れる転写は、oriC 内に負のスーパーコイルを導
くため複製開始反応を促進し、oriC に向かう転写は、正のスーパーコイルを導くため開始
反応を抑制する(Baker and Kornberg, 1988; Magnan and Bate, 2015)。また、転写上流にできる
負のスーパーコイルは、mRNA と鋳型 DNA のハイブリダイゼーションを促進する(図 1.3; 

Masse and Drolet, 1999)。ハイブリダイズした mRNA は、プライマーとしての機能を持つだ
けでなく、複製進⾏を阻害する (Boubakri et al., 2006; Gan, et al., 2011; Brüning and Marians, 

2021)。また、複製や転写の下流にできる正のスーパーコイルは、複製や転写の進⾏を遅ら
せる(Smelkova and Marians, 2001; Chong et al., 2014)。このような局所的なスーパーコイルに
対しては、正のスーパーコイルを除去する Gyrase、負のスーパーコイルを除去する
Topoisomerase I、または正負のいずれのスーパーコイルも除去する Topoisomerase IV などの
トポイソメラーゼが働く(Smelkova and Marians, 2001; Leela et al., 2021)。しかしながら、そ
れらの活性は互いに拮抗し合う側⾯もあるため、バランスよく働きながら染⾊体 DNA の
トポロジーを制御している(Donczew et al., 2014)。 

さらに、転写制御の観点では、複製開始に必要な DnaA が、⾃⾝の遺伝⼦発現を負にフィ
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ードバックすることや(Speck et al., 1999)、Topoisomerase I 遺伝⼦(topA)では、その発現⾃体
がトポロジカルな制御を受けることが報告されている(Ahmed et al., 2016)。 

このようにして複製と転写は、染⾊体 DNA 上で複雑に相互作⽤している。本研究では、
⼤腸菌における複製と転写の衝突回避機構に着⽬した。複製と転写翻訳の共役系の構築で
は、この機構を活⽤することで複製と転写の協調的な進⾏を検討した。 
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図 1.2 ⼤腸菌 RNA polymerase (E. coli RNAP)と複製フォークの衝突のモデル図。バックトラ
ッキング状態の⼤腸菌 RNA polymerase は、複製と衝突した場合に、その進⾏を阻害する。
GreAB は、E. coli RNAP と結合し、バックトラッキング状態を解消することで、複製と転
写の衝突による複製の進⾏阻害を回避させる。 
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図 1.3 転写進⾏に伴う鋳型 DNA のスーパーコイル状態のモデル図。進⾏中の転写の上流に
は、負のスーパーコイルができ、RNA と鋳型 DNA がハイブリダイズした R-loop が形成さ
れる。下流には、正のスーパーコイルができ、転写進⾏を遅らせる。スーパーコイルは、
トポイソメラーゼによって除去される。 

  

RNA

Negative supercoil Positive supercoil

Positive supercoil

Topoisomerase I Gyrase
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1.6 本研究への着想 
 

本研究は、RCR の多彩な特徴を基に着想に⾄った。そこで、本研究の内容を RCR の特徴
に関連付けてまとめた(図 1.4)。RCR は、染⾊体複製システムの再構成系であることから、
⾼い正確性や⻑鎖 DNA 増幅能を持っている。また、Suʼetsugu et al. (2017)の論⽂では、1 分
⼦の鋳型 DNA の増幅に成功しており、効率の良い DNA 複製反応であることも⽰されいる。
これらの特徴から試験管内 DNA 増幅法としての期待が⾼まっており、RCR の発展は、今
後の分⼦⽣物学、⼯学、医学の進展に⼤きく貢献すると考えた。また、PCR 法などの既存
の DNA 増幅法とは異なり、鋳型 DNA が複製の開始起点(oriC)を持つ必要があることも特
徴である。これは、oriC を持つ鋳型環状 DNA に対する増幅特異性を⽰す⼀⽅で、oriC を
持たない環状 DNA は増幅できないという制約になる。以上のことから、RCR を汎⽤的に
利⽤するための環状 DNA に対する oriC 導⼊法の構築へと⾄った。本論⽂の第⼆章と第三
章では、実際に oriC 導⼊法を開発した結果と、様々な環状 DNA についての試験管内クロ
ーニングの実施例について述べる。 

また RCR は、30˚C 等温で進む DNA 複製反応であるため、様々な⽣化学反応と組み合わ
せることが可能である。これによって、複製と転写翻訳が共役した DNA の⾃⼰複製系が
構築できるのではないかと考えた。また、DNA⾃⼰複製の本質は、複製に必要な全てのタ
ンパク質を遺伝⼦としてコードするゲノム DNA から転写翻訳されたタンパク質を⽤いて
⾃⾝のゲノム DNA を複製することであり、さらに⾔えば、転写翻訳に必要なタンパク質
なども遺伝⼦としてコードする必要がある。これには、⻑⼤なゲノム DNA とその複製系
が求められるため、⻑鎖環状 DNA が増幅できる RCR が相応であると考えた。第四章では、
RCR と PURE system が共役した DNA の⾃⼰複製システムの構築について述べる。 

 

 

 

図 1.4 RCR を基盤にした DNA 増幅法と再構成研究。 
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第⼆章トランスポゾン⽤いた oriC挿⼊による⻑鎖環状 DNA の増幅 
 

2.1 序論 

 

近年の合成⽣物学や次世代シークエンス技術の進展により、⻑鎖 DNA を簡便に増幅する
技術への期待が⾼まっている。合成⽣物学の分野では、酵⺟を⽤いた⼿法によりマイコプ
ラズマや酵⺟、⼤腸菌のゲノムの⼈⼯合成が達成されている(Gibson et al., 2010; Annaluru et 

al., 2014; Fredens et al., 2019)。次世代シークエンスの分野では、Oxford社の nanopore シーク
エンスや Pacific Bioscience 社の SMART シークエンスにより⻑⼤なリードを取得すること
が可能になっている(Gabrieli et al. 2018; Jain et al., 2018; Kim et al., 2018)。これらの技術を利
⽤することで、ゲノム DNAだけでなく、プラスミド及びファージ DNA などの全⻑解析が
容易に⾏われるようになった(Wick et al., 2017; Arumugam et al., 2021)。また最近では、数百
kb ⻑のプラスミドやファージゲノムといった可動性の環状 DNA が⾒つかっており、それ
らは CRISPR-Cas 関連遺伝⼦といった有⽤な遺伝⼦をコードしている点や⽔平遺伝⼦伝播
に深く関与している点で注⽬が⾼まっている(Martini et al., 2016; Al-Shayeb et al. 2020)。可
動性環状 DNA は、環境中に存在する豊富な遺伝⼦資源であるが、⻑⼤な環状 DNA を環境
中から調製することは容易でないため、増幅する技術が求められる。しかしながら、PCR

法といった従来の試験管内 DNA 増幅法では、⻑⼤な DNA や GC リッチな DNA を増幅す
ることは困難である。また、酵⺟などの微⽣物を⽤いたクローニング法では、ホストに対
して毒性を⽰す DNA の増幅は難しい。 

RCR は、⼤腸菌の染⾊体複製サイクルを再構成した試験管内環状 DNA 増幅法である
(Su’etsugu et al., 2017; Hasebe et al., 2018)。⼤腸菌染⾊体の複製開始起点である oriC を持つ
環状 DNA であれば、1 分⼦からでも指数関数的に増幅することが可能である。さらに、そ
の精度(1.2×10-8 エラー/塩基/サイクル)がかなり⾼いだけでなく、1 Mb を超える⻑⼤な
DNA も増幅することができる(Mukai et at., 2020)。RCR における複製反応には oriC が必要
なため、RCR を⽤いてプラスミドやファージゲノム、微⽣物染⾊体、オルガネラ DNA と
いった環状 DNA を増幅するには、oriC を導⼊する必要がある。 

本章では、oriC を持たない環状 DNA に oriC を導⼊するために、試験管内 Tn5 トランス
ポジション反応を利⽤した。この⼿法では、微量な環状 DNA に対しても oriC を導⼊でき、
その後の RCR により増幅産物を得ることが可能であった。また、好熱菌プラスミド、⼤腸
菌 F プラスミド、またはヒトミトコンドリア DNA の増幅も可能であった。さらに、Tn5 ト
ランスポジション反応によって導⼊された oriC を抜き出す⼿法も開発した。これによって
oriC の挿⼊によって破壊された遺伝⼦を修復することが可能だった。 
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2.2 ⽅法 

 

2.2.1 プラスミドと OriC トランスポゾンの調製 

 

⾼活性変異体 Tn5 transposase (E54K/L372P)の過剰発現プラスミド(pET-His-Tn5)は、Tn5 

transposase 遺伝⼦を pET-His vector にクローニングし構築した(Su’etsugu et al., 2017)。Tn5 

transposase 遺伝⼦は、pTXB1-Tn5 (Picelli et al., 2014)を鋳型にプライマーSUE829 と SUE830

を⽤いて PCR 法により調製した。pTXB1-Tn5 は、Sandberg, R.より分与して頂いた
(Addgene plasmid # 60240)。pRpoABCDZ は、MG1655 由来の rpoDZ 遺伝⼦を pGEMABC 

(Murakami, 2013)に挿⼊し構築した。pGEMABC は、Murakami, K.より分与して頂いた 

(Addgene plasmid # 45398)。pTT8 プラスミド は、Thermus thermophilus HB8株(RIKEN BRC)

から精製した。F プラスミド は、⼤腸菌 JM109 株(K-12 recA1 endA1 gyrA96 thi hsdR17 

supE44 relA1 Δ (lac-proAB) (F’ traD36 proAB lacI q ZΔM15))から NucleoBond Xtra BAC (Takara)

を⽤いて精製した。ヒトミトコンドリア DNA は、⼩⽥原真樹博⼠より分与して頂いた。 

 pRpoABCDZ::Km-oriC は、Km-oriC トランスポゾンを⽤いて Tn5 トランスポジション反応
を⾏い、その産物による形質転換体のうち、カナマイシン耐性、且つアンピシリン感受性
を⽰す株から精製した。 

OriC-1 トランスポゾンは、合成 DNA断⽚(OriC-1, Eurofins Genomics)を鋳型に 5’末端がリ
ン酸化されたプライマーSUE996 と SUE997 を⽤いて PCR 法により調製した。OriC-1 トラ
ン ス ポ ゾ ン の 配 列 は 、 5′-

CTGTCTCTTATACACATCTgaagatccggcagaagaatggagtatgttgtaactaaagataacttcgtataatgtatgctatacgaa

gttatacagatcgtgcgatctactGtggataactctgtcaggaagcttggatcaaccggtagttatccaaagaacaactgttgttcagtttttgagttg

tgtataacccctcattctgatcccagcttatacggtccaggatcaccgatcattcacagttaatgatcctttccaggttgttgatcttaaaagccggatc

cttgttatccacagggcagtgcgatcctaataagagatcacaatagaacagatctctaaataaatagatcttctttttaatacccaggatccatctatgt

cgggtgcggagaaagaggtaatgaaatggctttagttacaacatactcaggtctttctcaagccgacAGATGTGTATAAGAGACA

G-3′ (⼤⽂字は、19 bp の ME 配列を⽰す。アンダーラインは、245 bp の oriC最少領域を⽰
す(Kornberg and Baker, 1992)。)である。OriC-2 トランスポゾンは、OL (OriC-loxP)カセット
(Hasebe et al., 2018)を⽤いて同様に PCR 法により調製した。カナマシン耐性遺伝⼦を有す
る OriC トランスポゾン(Km-oriC トランスポゾン)は、pPKOZ (Su’etsugu et al., 2017)を鋳型
に 5’末端がリン酸化されたプライマーSUE814 と SUE815 を⽤いて PCR 法により調製した。 

本章で⽤いたプライマーの配列を表 2.1 に⽰した。 

 

2.2.2 Tn5 transposase の精製 

 

⾼活性変異体 Tn5 transposase (55 kDa)を、pET-His-Tn5 を持つ⼤腸菌 BL21 (DE3)株に⼤量
発現させた。発現株は、50 µg/ml のカルベニシンを含む LB培地において、OD600=~0.75 ま
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で 37˚C で培養し、0.4 mM の IPTG を添加後、さらに 23˚C で 4 時間培養した。リゾチーム
法による溶菌液に 0.28 g/ml の硫酸アンモニウムを加えた。沈殿産物を、10 mM のイミダゾ
ールを含む Hisカラムバッファー(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10% glycerol, 500 mM NaCl, 2 mM 

2-mercaptoethanol)に溶解し、HisTrap HPカラム(GE Healthcare)に添加した。カラム洗浄の後、
130-230 mM のイミダゾールを含む Hisカラムバッファーで溶出しプールした。溶出液は、
ヘパリンカラムバッファー(20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20% glycerol, 2 mM DTT, 1 mM EDTA, 

0.1% TritonTM X-100)で希釈後、HiTrap 1-ml Heparin HP カラム(GE Healthcare)に添加し、
300 mM の NaCl を含むヘパリンカラムバッファーで平衡化した。Tn5 transposase 分画を、
490-620 mM の NaCl を含むヘパリンカラムバッファーで溶出し、プール後、-80˚C で保存
した。 

 

2.2.3 Tn-oriC による oriC挿⼊反応 

 

116 nM の⾼活性変異体 Tn5 transposase と 144 nM の OriC-1 トランスポゾンを、10 µl の
Tn-oriC形成バッファー(20 mM Tris-acetate, pH 7.5, 30% glycerol, 100 mM potassium glutamate, 

2 mM DTT, 0.2 mM EDTA)において、30˚C で 30 分間反応させた。0.5 µl の反応液を、環状
DNA を含む 5 µl の oriC挿⼊バッファー(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM potassium glutamate, 

10 mM magnesium acetate, 50 ng/μl tRNA)に添加し、37˚C で 15 分間反応させた後、70˚C で 5

分間反応させ Tn5 transposase を失活させた。エマルジョンを⽤いる場合、3%の PEG8000

を含む 5 µl の oriC挿⼊反応液を 2%の ABIL® EM90 と 0.05%の Triton X-100 を含む 250 µl

のミネラルオイルに添加し、1 分間ボルテックスした。エマルジョンの平均容量は、顕微
鏡写真から⾒積もった。oriC 挿⼊反応後、遠⼼操作により反応液を沈殿させ、上清のオイ
ル画分を除いた。その後、クロロフォルム抽出を⾏い、⽔層を RCR に⽤いた。 

 

2.2.4 RCR 

 

RCR反応液は、マグネシウム塩などの塩類を含む 10×Buffer I、dNTP などのヌクレオチド
類 を含む 10×Buffer II 及び RCR に必要な酵素類を含む 10×RE Mix から構成される
(Su’etsugu et al., 2017; Hasebe et al., 2018)。0.4 µl の 10×Buffer I 、0.4 µl の 10×Buffer II 及び
0.4 µl の 10×RE Mix を含む 3.6 µl の RCR反応液を 30˚C で 15 分間保温してから、0.4 µl の
oriC挿⼊反応液を加えた。等温での RCR は、30˚C で⾏った。Cycler-RCR は、37˚C で 1 分
間の反応と 24˚C で 30 分間の反応を 30 または 40サイクル⾏った後に、RCR反応液を RCR

バッファーで 1/10希釈し、30˚C で 30 分間反応させた。RCR後、1 µl の RCR反応液を分取
し、4 µl のストップバッファー(25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 0.1% sodium dodecyl 

sulfate, 0.05 mg/ml proteinase K, 5% glycerol, 0.1% bromophenol blue)に加え、0.5%のアガロー
スゲルを⽤いて電気泳動した。染⾊液は、SYBR Green I を⽤いた。ゲル写真は、Typhoon 



 18 

FLA 9500 (GE Healthcare)を⽤いて撮影した。F プラスミドとラムダファージ DNA の増幅で
は、60 nM の RecG、0.5 U/µl の RecJ、60 mU/µl の Exonuclease III (Exo III)を RCR反応液に
加えた。さらに、F プラスミドの増幅では、3 ng/µl のラムダファージ DNA を RCR反応液
に加えた。ラムダファージ DNA は、RCR反応液に含まれるコンタミネーションの DNA 分
解酵素活性を阻害し、⻑鎖 DNA の増幅を安定化させる。 

 

2.2.5 ラムダファージ DNA の環状化 

 

160 ng のラムダファージ DNA を 10 µl のアニーリングバッファー (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 

3 mM DTT, 50 mM potassium glutamate, 100 µM ATP, 1 mM magnesium acetate, 4 mM creatin 

phosphate, 150 mM TMAC, 10% DMSO, 5% PEG8000, 20 ng/µl Creatin kinase)に加え、65˚C で
5 min保温後、徐々に温度を下げながら 12˚C まで冷却した。その後、2 µl の反応液を、10 

µl の 50 nM DNA polymerase I、50 nM Ligase、20 mU/µl Exo III、5 nM GyrAB を含む RCR バ
ッファーに加え、30˚C で 16 時間保温し、Gap Repair (GR)反応を⾏った。2.5 µl の GR反応
液を分取し、2.5 µl の 2 倍濃度のストップバッファーに加え、0.5%のアガロースゲルを⽤
いて電気泳動した。染⾊液は、SYBR Green I を⽤いた。ゲル写真は、Typhoon FLA 9500 を
⽤いて撮影した。 

 

2.2.6 OriC トランスポゾンの抜き出し 

 

各濃度の Tn5 transposase と 10 ng の pRpoABCD::Km-oriC を、5 µl の oriC挿⼊バッファー
に加え、37˚C で 16 時間反応させた後、70˚C で 5 分間反応させた。1 µl の反応液を、5 µl の
Exo III反応液(50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 20 mU/μl Exo III)に加え、
30˚C で 10 分間反応させた。その後、65˚C で 5 分間反応させた後、12˚C まで徐々に温度を
下げた。2 µl の反応産物を⽤いて⼤腸菌 DH5α 株を形質転換後、50 µg/ml のカナマイシン、
もしくは 100 µg/ml のアンピシリンを含む LB アガープレートを⽤いて、OriC トランスポ
ゾンの切り出し効率と⾃⼰環状化効率を解析した。 
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表 2.1 第⼆章で⽤いたプライマーのリスト 
Name Sequence 

SUE814 ctgtctcttatacacatctgctctgccagtgttacaacc 

SUE815 ctgtctcttatacacatcttaacgcggtatgaaaatggat 

SUE829 aaacctgtattttcagggcggtggtattaccagtgcactgcatcg 

SUE830 agctgcgctagtagacgagtccatgttagattttaatgccctgcgcca 

SUE996 ctgtctcttatacacatctgaagatccggcagaagaatg 

SUE997 ctgtctcttatacacatctgtcggcttgagaaagacctg 
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2.3 結果 

 

2.3.1 Tn5 トランスポジション反応を⽤いた oriC の挿⼊ 

 

環状 DNA に oriC を導⼊するために、試験管内 Tn5 トランスポジション反応を利⽤した
(Picelli et al., 2014; Goryshin and Reznikoff, 1998)。Tn5 トランスポジション反応は、ターゲッ
ト環状 DNA、Tn5 トランスポゾン及び⾼活性変異体 Tn5 transposase から構成される。Tn5

トランスポゾンは、両末端に Tn5 transposase の結合配列(ME)を持つ DNA 断⽚である。ま
た、⾼活性変異体 Tn5 transposase は、54番⽬のグルタミン酸と 372番⽬のロイシンがそれ
ぞれリジン(E54K)とプロリン(L372P)に変換されている。E54K 変異は、ME への結合を促
進し、L372P変異は、Tn5 transposase の⼆量体形成を促進する。 

Tn5 トランスポジション反応を⽤いた oriC 導⼊反応では、まず、Tn5 transposase が oriC

配列を持つ Tn5 トランスポゾン(OriC トランスポゾン)の ME に結合する。その後、結合し
た Tn5 transposase 同⼠が⼆量体を形成することで、Tn5 トランスポゾゾーム(Tn-oriC)が構
築される。そして、Tn-oriC がターゲット環状 DNA のランダムな位置に OriC トランスポ
ゾンを挿⼊する(図 2.1a)。これを確かめるために、カナマイシン耐性遺伝⼦を持たせた
OriC トランスポゾン(Km-oriC トランスポゾン)を⽤いて、アンピシリン耐性遺伝⼦を持つ
15 kb の環状 DNA (pRpoABCDZ)に対する OriC トランスポゾンの挿⼊実験を⾏った。
pRpoABCDZ、Km-oriC トランスポゾン及び Tn5 transposase を混ぜ、37˚C で 16 時間反応さ
せた。その産物を⽤いて、⼤腸菌を形質転換した後、アンピシリン耐性コロニーとカナマ
イシン耐性コロニーを数えた。アンピシリン耐性コロニー数に対するカナマイシン耐性コ
ロニー数の割合を図 2.1b に⽰した。その結果、カナマイシン耐性コロニーの出現は、Tn5 

transposase に依存しており、最⼤で~1%の oriC挿⼊効率があることがわかった。 

 

2.3.2 Tn-oriC を⽤いた RCR 増幅 

 

Tn-oriC による oriC挿⼊反応に依存した RCR 増幅(Tn-RCR)を pRpoABCDZ を⽤いて検討
した(図 2.2a)。OriC トランスポゾンには、oriC 配列の両末端に ME をつけた 0.5 kb の DNA

断⽚を⽤いた。予め、OriC トランスポゾンと Tn5 transposase を混ぜ、Tn-oriC を構築した。
oriC 挿⼊反応は、pRpoABCDZ と Tn-oriC を含む反応液で 37˚C で 15 分間⾏い、その後、
70˚C で 5 分間保温し、Tn5 transposase を失活させた。続けて、その産物を RCR した結果、
⽬的のサイズの増幅産物が単量体スーパーコイル DNA として確認できた(図 2.2b)。Tn-

oriC による挿⼊反応を⾏わなかった場合は、増幅産物が得られなかった。ローリングサー
クル複製に由来するコンカテマーや複製が未完了の産物などの開環状 DNA も⾒られた。 
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図 2.1 試験管内 Tn5 トランスポジション反応。500 ng (終濃度 5 nM)の pRpoABCDZ、5 nM

の Km-oriC トランスポゾン及び Tn5 transposase を含む oriC挿⼊バッファーで反応した。そ
の後、⼤腸菌 DH5αを形質転換し、100 µg/ml のアンピシリン(Amp)、または 50 mg/µl のカ
ナマイシン(Km)を含むプレートを⽤いて、oriC 挿⼊効率を解析した。(a)Tn5 トランスポジ
ション反応のモデル図。Tn5 transposase が Km-oriC トランスポゾンに結合し、⼆量体(Tn-

oriC)を形成する。Tn-oriC により pRpoABCDZ に Km-oriC トランスポゾンが挿⼊される。
(b)アンピシリン耐性コロニー数に対するカナマイシン耐性コロニー数の割合。 
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図 2.2 Tn-oriC による oriC挿⼊反応に依存した RCR 増幅。(a)Tn-RCR のモデル図。OriC ト
ランスポゾンと Tn5 transposase を反応させ、Tn-oriC を構築する。Tn-oriC を⽤いて環状
DNA に oriC を挿⼊することで、その後の RCR 増幅が可能である。(b)500 fg (終濃度 10 

fM)の pRpoABCDZ を 5 µl の oriC挿⼊バッファーに加えた。この時さらに、(-)Tn-oriC では
Tn-oriC を加えず、(+)Tn-oriC では Tn-oriC を加えた。 oriC 挿⼊反応後、30˚C で 4 時間の
RCR にかけた。(-)RCR は、RCR前のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR後のサンプルを⽰
す。M1 は、ラムダファージ DNA由来の DNAサイズマーカーである。 
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2.3.3 Tn-RCR を⽤いた低濃度 DNA の増幅 

 

次に、どのぐらい低濃度の環状 DNA を Tn-RCR を⽤いて増幅できるか検討した。これに
向けて、DNA ⻑の短い分⼦ほど複製にかかる時間が少なく増幅され易いという DNA の⼤
きさによる増幅バイアスを抑えるために、37˚C で 1 分間の反応と 24˚C で 30 分間の反応を
30 回サイクルする cycler-RCR を開発した。RCR の複製開始反応は、28˚C 以上の温度が必
要である(Funnell et al., 1986)。⼀⽅で、伸⻑反応はそれ以下の温度で進むため、24˚C で複
製が進⾏する。次のサイクルの 37˚C の反応が始まるまで、複製は停⽌するため、37˚C と
24˚C の温度サイクルによって複製サイクルが同期される。23˚C での伸⻑速度は 1秒あたり
250 bp であることが知られている(Yao et al., 2009)。そのため、24˚C で 30 分間の反応は、
両⽅向に複製が進んだ場合に最⼤で 900 kb の DNA を複製することが可能であると考えら
れ、15 kb のプラスミドにおいては⼗分な時間である。低濃度の DNA を増幅する場合に、
等温の RCR では、僅かな量のコンタミネーションした DNA に由来した分⼦量の⼩さい
DNA が増幅してしまったが、cycler-RCR では、その増幅を抑えることができた(図 2.3)。
また、cycler-RCR を⽤いることで、500 fg (30000 分⼦)からでも特異的に増幅できることが
確認できた。分⼦量の⼩さい増幅産物を配列解析した結果、Tn5 transposase を精製したと
きにコンタミネーションしたと思われる oriC を持たないプラスミド由来であった。この結
果は、Tn-RCR が低濃度の DNA を増幅できることを⽰す。 

環境中の DNA などさらに少ない量のプラスミドを増幅するために、Tn-oriC による oriC

挿⼊反応を油中⽔滴エマルジョン内で⾏う⽅法を構築した。この⽅法では、50 fg (3000 分
⼦)のプラスミドを⽤いた場合でも増幅することが可能だった(図 2.4)。エマルジョンを⽤
いて~100 fL の微⼩空間に Tn-oriC とプラスミドを封⼊することで、少量のプラスミドを⽤
いた場合でも oriC の挿⼊が可能になったと考えられる。本実験では、4 fg のプラスミドを
含む oriC挿⼊反応液を 4 µl の RCR反応にかけた。この時、OriC トランスポゾンの挿⼊効
率が約 1%であることから、0.04 fg (~3 分⼦)の oriC を持つプラスミド が RCR中に初め存
在したと考えられる。また、RCR において基質の枯渇などで反応が飽和状態になった場合
には、~100 ng/µl の増幅産物が得られることから(Su’etsugu et al., 2017)、0.04 fg のプラスミ
ド が~1010倍に増幅したと推定される。3000 分⼦という極僅かな環状 DNA を増幅できるこ
とは、環境中に存在する DNA などの増幅し解析する技術に繋がる。 
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図 2.3 Tn-RCR における cycler-RCR の検討。表記の量の pRpoABCDZ に対して oriC挿⼊反
応を⾏った。その後、30˚C で 16 時間(isothermal-RCR)、もしくは 37˚C で 1 分間と 24˚C で
30 分間を 30サイクル(cycler-RCR)の RCR を⾏った。 

 

図 2.4 エマルジョンを⽤いた Tn-RCR。表記の量の pRpoABCDZ 対してエマルジョンを⽤い
た oriC挿⼊反応を⾏った。その後、30サイクルの cycler-RCR を⾏った。 
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2.3.4 Tn-RCR を⽤いた GC リッチ DNA の増幅 

 
GC リッチな DNA の PCR 増幅は、DNA が⼆次構造をとることが原因で難しい
(McDowell et al., 1998)。そこで、好熱菌 Thermus thermophilusの pTT8プラスミド(9.3 
kb、GC含有率 69%)を⽤いて、Tn-RCRで GCリッチなDNAが増幅できるか検討した。
その結果、Tn-oriC による oriC の挿⼊に依存的な⽬的のサイズの単量体スーパーコイル
DNA の増幅が確認できた(図 2.5a)。また、増幅産物を制限酵素により切断したところ、
pTT8 プラスミドを切断した場合と同様のバンドパターンが得られたことから、増幅産物
が⽬的のプラスミドであることが確認できた(図 2.5b)。制限酵素による切断を⾏わなかっ
た場合、スーパーコイル DNA の割合が減少したが、これはインキュベーションによる
DNA 損傷が原因である。これらの結果は、RCR が GC リッチな DNA を増幅できること
を⽰すものである。 
 
2.3.5 Tn-RCR を⽤いた⻑鎖 DNA の増幅 

 

⼤腸菌の F プラスミド(232 kb)を⽤いて、⻑鎖 DNA が増幅できるか検討した。この時
RCR には、反応液に含まれるコンタミネーションの DNA 分解酵素活性を阻害し、⻑鎖
DNA の増幅反応を安定させるために、ラムダファージ DNA を加えた。12 fM の F プラス
ミドに対して Tn-RCR を⾏ったところ、⽬的のサイズの単量体スーパーコイル構造の増幅
産物を得ることができた(図 2.6a)。この増幅産物を制限酵素を⽤いて構造確認した結果、
⽬的の DNA を増幅できたことが⽰された(図 2.6b)。制限酵素による切断産物の解析にはパ
ルスフィールドゲルを⽤いたため、スーパーコイル DNA は確認できなかった。これらの
結果から、Tn5 トランスポジション反応を⽤いて oriC を導⼊した場合でも、⻑鎖環状
DNA が増幅できることがわかった。 

 

2.3.6 Tn-RCR を⽤いたオルガネラ DNA の増幅 

 

Tn-RCR によるオルガネラ DNA の増幅を、ヒトミトコンドリア DNA (ヒト mtDNA)を⽤
いて検討した。近年では、ミトコンドリア に DNA を導⼊する技術も開発されていること
(Chuah et al., 2015)から、mtDNA の増幅はその機能に関する基礎研究に寄与することが期待
される。HEK293細胞及び Hela細胞から抽出した 16.6 kb のヒト mtDNA を Tn-RCR にかけ
たところ、HEK293細胞由来 mtDNA を⽤いた場合でのみ 15 kb の pRpoABCDZ のスーパー
コイル DNA付近に単量体スーパーコイル構造の増幅産物が⾒られた(図 2.7a)。また、コン
タミネーションした DNA が由来だと考えられる分⼦量の⼩さな DNA の増幅も⾒られた。
HEK293細胞由来 mtDNA の増幅産物を制限酵素で切断した結果、予想される切断産物が得
られたため、⽬的の DNA を増幅できたことが確認できた(図 2.7b)。また、⾮特異的な増幅
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産物に由来する切断産物も⾒られた。しかしながら、Hela 細胞由来 mtDNA では、ローリ
ングサークル複製に由来するコンカテマーのみが⾒られ、⽬的のスーパーコイル DNA は
増幅できなかった。 

 

 
 

図 2.5 Tn-RCR による pTT8 プラスミドの増幅。 (a)0.75 pg (終濃度 34 fM)の pTT8 プラスミ
ドを 5 µl の oriC挿⼊バッファーに加えた。この時さらに、(-)Tn-oriC では Tn-oriC を加えず、
(+)Tn-oriC では Tn-oriC を加えた。oriC挿⼊反応後、30˚C で 4 時間の RCR にかけた。(-

)RCR は、RCR前のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR後のサンプルを⽰す。(b)精製 pTT8

プラスミド及び pTT8 プラスミドの増幅産物の制限酵素(KpnI と NheI)による構造確認。反
応液に KpnI と NheI を加えなかったサンプルを no cut とし、制限酵素を加えたサンプルを
cut とした。37˚C で 3 時間の反応後、1%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動し、SYBR 

Green I を⽤いて染⾊した。M2 は、ラムダファージ DNA由来の DNAサイズマーカーであ
る。pTT8 プラスミドの KpnINheI 切断マップを右に⽰す。 
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図 2.6 Tn-RCR による F プラスミドの増幅。(a)9.5 pg (終濃度 12 fM)の F プラスミドを 5 µl

の oriC挿⼊バッファーに加えた。この時さらに、(-)Tn-oriC では Tn-oriC を加えず、(+)Tn-

oriC では Tn-oriC を加えた。oriC挿⼊反応後、40サイクルの cycler-RCR を⾏った。(-)RCR

は、RCR前のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR後のサンプルを⽰す。(b)精製 F プラスミ
ド及び F プラスミドの増幅産物の制限酵素(PmeI) による構造確認。反応液に PmeI を加え
なかったサンプルを no cut とし、制限酵素を加えたサンプルを cut とした。37˚C で 3 時間
の反応後、 0.75%のパルスフィールドアガロースゲルを⽤いて Pippin pulse power supply 

(Sage science)により電気泳動し、SYBR Green I を⽤いて染⾊した。M3 は、酵⺟染⾊体
DNA である。M4 は、T7 ファージ DNA由来の DNAサイズマーカーである。F プラスミド
の PmeI 切断マップを右に⽰す。 
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図 2.7 Tn-RCR によるヒト mtDNA の増幅。(a)3.2 ng (終濃度 60 pM)の HEK293細胞由来
mtDNA、または 4 ng (終濃度 73 pM) の Hela細胞由来 mtDNA を 5 µl の oriC挿⼊バッファ
ーに加えた。この時さらに、(-)Tn-oriC では Tn-oriC を加えず、(+)Tn-oriC では Tn-oriC を加
えた。oriC挿⼊反応後、30˚C で 4 時間の RCR にかけた。 (b)HEK293細胞由来 mtDNA の
増幅産物を、制限酵素(SacI、または AlwNI) により 37˚C で 1 時間処理した。(-)は、制限酵
素を反応液に加えなかった。0.5%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動し、SYBR Green I を
⽤いて染⾊した。ヒト mtDNA の SacI 切断、または AlwNI 切断マップを右に⽰す。アスタ
リスク(*)は、⾮特異的な増幅産物に由来する切断産物である。 
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2.3.7 直鎖状 DNA の環状化による Tn-RCR 増幅 

 

Tn-RCR を⾏うためには、⽬的の DNA が環状構造をとる必要がある。そこで、直鎖状
DNA を環状化することでその増幅が可能か検討した。48.5 kb の直鎖状ラムダファージ
DNA をターゲットとした。ラムダファージ DNA の環状化は、相同な 12 bp の 5’突出末端
である cos 配列同⼠のアニーリングにより⾏った。その後、DNA polymerase I、Ligase及び
Exo III を⽤いた反応(Gap Repair: GR)により、ニックを修復した。この時さらに、Gyrase を
加え、負のスーパーコイルを導⼊した。図 2.8a に⽰すとおり、Gyrase に依存して単量体ス
ーパーコイル DNA がマーカーの 23 kb の上に⾒られた。また、ゲルのウェルに⾒られる開
環状 DNA が減少した。マーカーの 23 kb付近に⾒られるバンドは直鎖状である。 

アニーリング反応産物及び GR 反応産物を⽤いて Tn-RCR を⾏ったところ、GR 反応に
Gyrase を加えた場合でのみ、⽬的のサイズの単量体スーパーコイル DNA の増幅が⾒られ
た(図 2.8b)。この増幅は、Tn-oriC による oriC挿⼊反応に依存的であった。増幅産物を制限
酵素で切断したところ、予期された⻑さの断⽚が⾒られたため、⽬的のラムダファージ
DNA を増幅できたことが⽰された(図 2.8c)。このことから、直鎖状 DNA に対しては環状
化処理を⾏うことで Tn-RCR により増幅できることが⽰された。0.6 kb の切断産物のバン
ドは、RCR バッファーに含まれる tRNA のバンドと重なるため検出できなかった。また、
不完全な切断産物や、⾮特異的な増幅産物に由来する切断産物も⾒られた。oriC 挿⼊反応
に⽤いたラムダファージ DNA量が少ない時ほど、コンタミネーションした DNA に由来す
る分⼦量の⼩さい DNA が増幅し易かった。 

アニーリング反応産物を⽤いた場合や、Gyrase を加えずに GR反応を⽤いた場合は、⽬的
のスーパーコイル DNA の増幅が⾒られなかった。⼤腸菌内での Tn5 トランスポジション
反応には、ホストファクターとして Gyrase が関わっていることや、負のスーパーコイル構
造を取りやすい転写領域で DNA挿⼊が起きやすいことが知られている(Isberg and Syvanen, 

1982; Lodge and Berg, 1990)。これらのことから、Tn5 トランスポジション反応を⽤いた
oriC の挿⼊には、ターゲット DNA の負のスーパーコイル構造が重要であることが⽰唆さ
れた。 
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図 2.8 Tn-RCR によるラムダファージ DNA の増幅。(a)ラムダファージ DNA を末端の cos

配列(5ʼ-GGGCGGCGACCT-3ʼ)のアニーリングによって⾃⼰環状化させた。その後、Gap 

Repair (GR)反応 によりニックを修復した。 この時、反応液に GyrAB を加えなかった場合
を(-)Gyrase とし、GyrAB を加えた場合を(+)Gyrase とした。(b)アニーリング反応産物、ま
たは GR反応産物をラムダファージ DNA が表記の量になるように 5 µl の oriC挿⼊バッフ
ァーに加えた。この時さらに、(-)Tn-oriC では Tn-oriC を加えず、(+)Tn-oriC では Tn-oriC を
加えた。oriC挿⼊反応後、30˚C で 16 時間の RCR にかけた。(c)直鎖状ラムダファージ
DNA及びラムダファージ DNA の増幅産物の制限酵素(Hind II)による構造確認。反応液に
HindIII を加えなかったサンプルを no cut とし、HindIII を加えたサンプルを cut とした。37

˚C で 1 時間の反応後、0.5%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動し、SYBR Green I を⽤い
て染⾊した。ラムダファージ DNA の HindIII 切断マップを右に⽰す。アスタリスク(*)は、
⾮特異的な増幅産物に由来する切断産物である。 
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2.3.8 OriC トランスポゾンの抜き出し 

 

Tn-RCR による増幅産物は、ランダムな位置に oriC 配列を有している。そこで、OriC ト
ランスポゾンを環状 DNA から抜き出す⼿法を構築した。Tn5 transposase は、2つの ME に
挟まれた配列をプラスミドから切り出す活性を持つ(Goryshin and Reznikoff, 1998)。Tn5 ト
トランスポゾンが挿⼊された位置には、9 bp の重複配列が⽣じるため、トランスポゾンが
切り出された際には、9 bp の相同配列が末端に残る(Goryshin and Reznikoff, 1998)。そこで、
このメカニズムを利⽤して、OriC トランスポゾンの切り出しと 9 bp の相同末端を⽤いた⾃
⼰環状化が可能か検討した (図 2.9a)。⾃⼰環状化は、3’エキソヌクレアーゼである
Exonuclease III (Exo III)を⽤いて 5’突出末端を作り、そのアニーリングによって導いた。 

OriC トランスポゾンの挿⼊によって破壊された遺伝⼦について、トランスポゾンの切り
出しとその後の⾃⼰環状化により元の配列に修復できたかを検出するために、モデル DNA

としてカナマイシン耐性遺伝⼦を持つ OriC トランスポゾン(Km-oriC トランスポゾン)が
Tn5 トランスポジション反応によってアンピシリン耐性遺伝⼦上に挿⼊されたプラスミド
(pRpoABCDZ::Km-oriC)を⽤いた。pRpoABCDZ::Km-oriC と Tn5 transposase を含む反応液を
37˚C で 16 時間反応させ、その後、Tn5 transposase を熱失活させた。さらに、Exo III処理と
アニーリング反応を⾏い、この反応産物を⽤いて⼤腸菌を形質転換した。図 2.9b の結果か
ら、Tn5 transposase に依存してカナマイシン耐性遺伝⼦を持つプラスミドが減少したこと
が⽰され、Km-oriC トランスポゾンが切り出されたことが確認できた。また、アンピシリ
ン耐性遺伝⼦を持つプラスミドの割合が Exo III処理によって増加した(図 2.9c)。この時、
得られたコロニー数から、1 µg の pRpoABCDZ::Km-oriC あたり最⼤で 3×104 の⽬的のアン
ピシリン耐性形質転換体が獲得できることがわかった。これら結果は、Tn5 transposase を
⽤いたトランスポゾンの切り出し反応とその後の⾃⼰環状化反応を⽤いることで、Tn5 ト
ランスポジション反応によって挿⼊された oriC 配列が抜き出され、その挿⼊箇所を元どお
りの配列に修復できることを⽰している。抜き出された箇所が元の配列に修復されたこと
はサンガーシークエンス解析においても確認できた。トランスポゾンが切り出された産物
について、アガロースゲル電気泳動解析を⾏った結果、100 nM 以上の Tn5 transposase を⽤
いた場合にスーパーコイル構造がほぼ直鎖化され、反応が飽和状態であることが確認でき
た(図 2.9b、挿⼊図)。しかし、形質転換解析においては、300 nM の Tn5 transposase を⽤い
た場合に、カナマイシン耐性とアンピシリン耐性の両⽅においてコロニー数の減少が⾒ら
れた。このことから過剰の Tn5 transposase が形質転換を阻害している可能性が考えられた。 
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図 2.9 OriC トランスポゾンの抜き出し。(a)OriC トランスポゾンの切り出しとその後の⾃⼰
環状化のモデル図。アンピシリン耐性遺伝⼦(Amp)内に挿⼊された Km-oriC トランスポゾ
ンを Tn5 transposase を⽤いて切り出し、エキソヌクレアーゼ処理による末端の削り込みと
それによる露出部のアニーリングによってアンピシリン耐性遺伝⼦を修復する。(b、
c)pRpoABCDZ::Km-oriC に対して、Km-oriC トランスポゾンの抜き出しと⾃⼰環状化を⾏
った後、その反応産物を⽤いて⼤腸菌の形質転換アッセイを⾏った。カナマイシン耐性コ
ロニー(b)と、アンピシリン耐性コロニー(c)を数えた。Relative cfu は、Tn5 transposase を⽤
いずに反応した場合のカナマイシン耐性コロニー数に対する割合である。Km-oriC トラン
スポゾンの抜き出し反応後、アニーリング反応の前に Exo III を加えなかった場合を(-Exo 

III)とし、加えた場合を(+Exo III)とした。Km-oriC トランスポゾンの抜き出し反応後の産物
を、0.5%のアガロースゲルで電気泳動した(b、挿⼊図)。 
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2.4 考察 

 

トランスポゾンを⽤いて環状 DNA に oriC を挿⼊し、RCR によって増幅する Tn-RCR を
開発した。この⼿法を⽤いることで、GC リッチな好熱菌プラスミド や 200 kb を超える⼤
腸菌 F プラスミドなどの様々な環状 DNA を試験管内で増幅可能であることが⽰された。
また、エマルジョンを⽤いた Tn-RCR は、15 kb の環状 DNA であれば 3000 分⼦程度の低濃
度から増幅することが可能であった。このことから、僅か量の環状 DNA を⾼感度に増幅
できる。Tn-RCR は、Tn5 トランスポジション反応を利⽤していることから、環状 DNA の
配列情報が必要としないため、環境中の⻑⼤なプラスミドや微⽣物染⾊体、オルガネラ
DNA を 増 幅 し 同定す る た め に 利 ⽤ で き る と 考 え て い る 。 さ ら に 、⼈の癌で は 、
extrachromosomal DNA と呼ばれる⻑鎖環状 DNA が発癌性遺伝⼦を持っていることが知れ
ている(Wu et al., 2019)。Tn-RCR は 、extrachromosomal DNA などを増幅し解析するツール
としても有⽤であるだろう。 

⼀⽅で、ヒト mtDNA やラムダファージ DNA の増幅では、コンタミネーションした DNA

に由来する⽬的以外の DNA の増幅が⾒られた(図 2.7a、2.8b)。コンタミネーションした
DNA の増幅は、⽬的の環状 DNA が少ない場合に特に⾒られた(図 2.3、2.8b)。ヒト mtDNA

溶液にはゲノム DNA などがコンタミネーションしており、この増幅によって特に Hela細
胞由来 mtDNA では⽬的の増幅が⾒られなかったと考えられる。また、ラムダファージ
DNA の増幅においては、環状のラムダファージ DNA の割合が少なかったことが、⾮特異
的な DNA の増幅の原因であると考えられる。15 kb のプラスミドを増幅した場合と同様に、
cycler-RCR を⽤いることで、⽬的の DNA を特異的に増幅できる。さらに、コンタミネー
ションしたゲノム DNA などは直鎖状 DNA であると考えられるので、エキソヌクレアーゼ
処理などで直鎖状の DNA を除去することも有効になると考えられる。 

RCR の鋳型 DNA は環状構造をとる必要があるため、直鎖状 DNA をターゲットとする場
合は、その環状化が必要であった。環状化された DNA はさらに、Gyrase による負のスー
パーコイル化を受けることで、Tn-RCR による増幅が可能になった (図 2.8b)。このことは、
Tn5 トランスポジション反応による DNA の挿⼊には、ターゲット DNA 分⼦の負のスーパ
ーコイルが重要であることを⽰しており、環状 DNA に対しても oriC挿⼊反応前に Gyrase

による処理を⾏うことで、さらに低濃度から増幅することが可能になる可能性が考えられ
る。 

本章では、Tn5 transposase によるトランスポゾンの切り出し反応と oriC挿⼊時にできる 9 

bp の重複配列を介した⾃⼰環状化反応により、試験管内で OriC トランスポゾンを環状
DNA から抜き出す⼿法も開発した。⾃⼰環状化反応では、Exo III を⽤いて 5’末端を形成
し重複配列同⼠をアニーリングした。これまでに Exo III を⽤いて相同配列同⼠を連結し、
⼤腸菌内でクローニングする⼿法が開発されており、その効率は 1 µg のベクターあたり 2

×103 の形質転換体が得られるものであった(Kaluz et al., 1992)。これと⽐較して本研究で開
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発した⼿法は、10 倍程度⾼い効率であったことから、バッファーや反応温度などが DNA

のアニーリングにより適した条件であったことが考えられる。また、本⼿法では、アニー
リング産物におけるギャップの修復は、⼤腸菌内のシステムに頼っていたため、完全な試
験管内での DNA 修復ではなかった。GR 反応を⽤いることで、ギャップのない閉環状
DNA を試験管内で構築することは可能である。OriC トランスポゾンを抜き出す⼿法は、
環境中から増幅したプラスミドの宿主の探索といった機能解析に繋がると考えている。 
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第三章 組換え酵素による DNA 連結反応を⽤いた環状 DNA の増幅 
 

3.1 序論 

 

微⽣物を⽤いた DNA クローニング法は、分⼦⽣物学の発展を⽀えてきた技術の１つであ
る。例えば、⼤腸菌の BAC (Bacterial artificial chromosome)システムは、300 kb を超える
DNA のクローニングが可能であり、ゲノムライブラリーのベクターなどに使われている
(Shizuya et al., 1992; Asakawa et al., 1997)。また、2010 年のクレイグ・ベンターによるマイ
コプラズマ⼈⼯ゲノムの構築においても、⼤腸菌や酵⺟を⽤いたクローニングが多⽤され
ている(Gibson et al., 2010)。しかし、⽣きた⽣物を使うことから、培養環境の構築など⼿間
と時間がかかるだけでなく、毒性のある DNA のクローニングは困難である。⼤腸菌の染
⾊体複製サイクルを再構成した RCR は、試験管内で⻑⼤な環状 DNA を増幅できる
(Su’etsugu et al., 2017; Mukai et al., 2020)。また、鋳型 DNA が oriC 配列さえ持っていれば、
その配列が未同定であっても、増幅可能である(Nara and Su’etsugu, 2021)。そのため、RCR

を基盤とすることで、試験管内で⻑鎖 DNA をクローニングすることや⼈⼯ゲノムを合成
することが可能であると考えられる。 

近年、25-60 bp の相同配列(オーバーラップ)を末端に持つ DNA 断⽚同⼠を連結する⼿法
(RA: Recombination Assembly)が開発された。RA は、Exonuclease III (Exo III)の削り込みに
よって形成された 5’突出のオーバーラップ末端同⼠を、⼤腸菌組換え酵素 RecA を⽤いて
アニーリングし、DNA断⽚を連結する。RA を⽤いて oriC断⽚と⽬的の DNA断⽚を連結
環状化し、その産物を RCR にかけることで、⽬的の DNA を増幅することができる(RA-

RCR、図 3.1)。RCR は、わずか 1 分⼦の環状 DNA からでも増幅できることから、RA で数
分⼦でも⽬的の環状化産物ができれば、増幅可能である。これまでに、oriC 断⽚を含む最
⼤ 51 本の DNA断⽚を同時に連結した場合でも、⽬的の DNA の増幅に成功している (倉⽥
ら未発表)。 

RA では、25-60 bp の相同性を利⽤して DNA を連結するため、その特異性が⾼く、その
後の RCR では、oriC断⽚とオーバーラップを持つ DNA を選択的に増幅することができる。
さらに、⼤腸菌染⾊体の複製開始には、負のスーパーコイルが必要であるため、直鎖状の
連結中間体は増幅されない。⽬的の DNA のみを単量体スーパーコイル DNA として増幅で
きることは、試験管内クローニング技術としてアドバンテージとなる。また、RA では、
アニーリングのために熱が必要ないため、熱安定性の低い⻑鎖 DNA の連結に利⽤できる
と考えられる。これまでに、RA-RCR を⽤いた⻑鎖 DNA の増幅についても検討が進めら
れていた。⼤腸菌ゲノムを制限酵素で切断した DNA 断⽚に対して、末端がオーバーラッ
プする oriC断⽚を⽤いることで、最⼤ 220 kb の⼤腸菌ゲノム領域を RA-RCR によって増
幅できることが報告されていた(加納, 2017)。しかしながら、この場合では⽬的以外の
DNA の増幅も⾒られ、⽬的の DNA のみを増幅することはできていなかった。 
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本章では、様々な DNA について、RA-RCR による試験管内クローニングを検討した(表
3.1)。ヒトミトコンドリア DNA の増幅では、Tn-RCR とは異なり、⽬的の DNA の特異的な
増幅が可能であった。また、繰り返し配列を持つプラスミドの増幅では、⼤腸菌を⽤いた
クローニング法と⽐較した場合に、繰り返し配列の⽋損が起こりにくいことが明らかにな
った。さらに、200 kb を超える⻑⼤な BAC クローンの試験管内クローニングも可能であっ
た。オルガネラ DNA やプラスミドなどの環状 DNAだけでなく、ゲノム領域のクローニン
グも検討した。この結果、CGG リピートを含むヒトゲノム領域や、⻑⼤な⼤腸菌ゲノム領
域に対しても、⽬的の DNA の特異的な増幅が可能であった。さらに、ファージ DNA など
のウイルスゲノムの試験管内クローニングも可能であった。RA-RCR を⽤いた環状 DNA

のクローニングでは、⽬的の環状 DNA を単⼀切断し直鎖化した後に、oriC 断⽚と連結再
環状化する必要があった。そこで、RecA の D-loop活性を⽤いて、環状 DNA を切断せずと
も oriC を導⼊し増幅する⼿法を開発した。 

 

  

 

図 3.1 RA-RCR のモデル図。RA では、25-60 bp の相同配列を末端に持つ DNA断⽚同⼠を
連結する。Exonuclease III の削り込みによって露出した⼀本鎖領域を RecA を⽤いてアニー
リングさせる。RA を⽤いて oriC を持つ環状 DNA を構築することで、その後の RCR 増幅
が可能になる。 

RA

RCR

oriC25-60 bp 25-60 bp
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表 3.1 第三章で⾏った RA-RCR を⽤いた試験管内クローニング 
Figure Target DNA Used DNA Length (bp) Preparation 
3.3 Human mtDNA mtDNA (HEK293 cell) 16,568 XhoI digestion 
  oriCmtDNA 380 PCR 
  mtDNA (Hela cell) 16,568 XhoI digestion 
  oriCmtDNA 380 PCR 
3.4 Repeat sequence p601_208x12 4,566 EcoRI digestion 
 oriCp601 350 PCR 
3.5 BAC clone Bacmid 146,759 CRISPR-Cas9 
 (Baculovirus DNA) oriC60sopC 564 PCR 
3.6 BAC clone RP11-96M14 204,862 CRISPR-Cas9 
  oriC60repErev 420 PCR 
  RP1-247E2 153,402 CRISPR-Cas9 
  oriC60km-3nd 420 PCR 
  RP11-475I4 192,035 CRISPR-Cas9 
  oriC60repErev 420 PCR 
  CH17-81M08 ~204k CRISPR-Cas9 
  oriC60repErev 420 PCR 
3.7 Alphoid DNA  

(Human genome 
centromere) 

pWTR11.32 67,407 CRISPR-Cas9 
 oriC60repErev 420 PCR 
 pWTR11.64 127,599 CRISPR-Cas9 
  oriC60repErev 420 PCR 
  pWTR11.128 247,983 CRISPR-Cas9 
  oriC60repErev 420 PCR 
3.8 CGG repeat 

(NBPF19) 
Human genome DNA 5,764 EarI digestion 

 oriCNBPF19 420 PCR 
3.9 E. coli genome  

93 kb region 
E. coli genome DNA 92,806 XbaI digesion 

 Cm-oriC93kb 1,178 PCR 
 E. coli genome  

220 kb region 
E. coli genome DNA 223,116 XbaI 

 Cm-oriC93kb 1,178 PCR 
3.10 Lambda phage 

DNA 
Lambda phage DNA 48,502 (Linear DNA) 

 oriClambda 380 PCR 
3.11 T7 phage DNA T7 phage DNA fragment (1) 10,019 PCR 
  (2) 9,997 PCR 
  (3) 10,003 PCR 
  (4) 10,058 PCR 
  oriCT7 380 PCR 
3.12 SARS-CoV-2 

genome coding 
plasmid 

SARS-CoV-2 DNA (1) 3,090 RT-PCR 
 (2) 3,000 RT-PCR 
 (3) 6,867 RT-PCR 
  (4) 6,296 RT-PCR 
  (5) 6,591 RT-PCR 
  (6) 5,169 RT-PCR 
  oriCCoV2 1,311 PCR 
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3.2 ⽅法 

 

3.2.1 DNA断⽚とプラスミドの調製 

 

oriC cassette は、LterO (倉⽥)を鋳型 DNA として、プライマーSUE1147 と SUE1362 を⽤い
た PCR 法により調製した。 

oriCmtDNA は、oriC cassette (図 3.2)を鋳型 DNA として、プライマーSUE5356 と SUE5357

を⽤いた PCR 法により調製した。 

oriCp601 は、OLT3 (倉⽥)を鋳型 DNA として、プライマーSUE2658 と SUE2659 を⽤いた
PCR 法により調製した。 

oriC60sopC は、OriC-2 トランスポゾン(Nara and Su’etsugu, 2021)を鋳型 DNA として、プラ
イマーSUE3745 と SUE3787 を⽤いた PCR 法により調製した。 

oriC60repErev は、oriC cassette を鋳型 DNA として、プライマーSUE4900 と SUE4901 を⽤
いた PCR 法により調製した。 

oriC60kmend は、 oriC cassette を鋳型 DNA として、プライマーSUE5628 と SUE5629 を⽤
いた PCR 法により調製した。 

 oriCNBPF19 は、oriC cassette を鋳型 DNA として、プライマーSUE5344 と SUE5393 を⽤い
た PCR 法により調製した。 

Cm-oriC93kb は、Cm-OLDT (Hasebe et al., 2018)を鋳型 DNA として、プライマーSUE1076

と SUE1077 を⽤いた PCR 法により調製した。 

Cm-oriC220kb は、Cm-OLDT (Hasebe et al., 2018)を鋳型 DNA として、プライマーSUE1078

と SUE1079 を⽤いた PCR 法により調製した。 

oriClambda は、oriC cassette を鋳型 DNA として、プライマーSUE4392 と SUE5459 を⽤い
た PCR 法により調製した。 

oriCT7 は、oriC cassette を鋳型 DNA として、プライマーSUE4633 と SUE4634 を⽤いた
PCR 法により調製した。 

oriCCoV2 の調製のために、まず、pCMV断⽚の 5’末端と 60 bp の相同な配列と、polyA断
⽚の 3’末端と 60 bp の相同な配列を持つ oriCpCMV を調製した。oriCpCMV の調製は、oriC 

cassette を鋳型 DNA として、プライマーSUE6252 と SUE6253 を⽤いた PCR 法により⾏っ
た。次に、oriCpCMV、pCMV断⽚、polyA断⽚及び SARS-CoV-2 DNA を⽤いて、RA-RCR

を⾏った。pCMV 断⽚は、SARS-CoV-2 ゲノムの 5’末端と 60 bp の相同な配列を 3’末端に
持ち、また、polyA断⽚は、SARS-CoV-2 ゲノムの 3’末端と 60 bp の相同な配列を 5’末端に
持つため、連結環状化が可能である。RA-RCR産物の中には、oriCpCMV、pCMV断⽚及び
polyA 断⽚が連結した産物が含まれ、この産物を鋳型 DNA としプライマーSUE6420 と
SUE6674 を⽤いた PCR 法により、oriCCoV2 を調製した。PCR反応には、RA-RCR産物を
NsiI によって切断してから⽤いた。 
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oriCamp-1 は、LterCOLT2-105 を鋳型 DNA として、プライマーSUE3589 と SUE3590 を⽤
いた PCR 法により調製した。 

oriCamp-2 は、oriC cassette を鋳型 DNA として、プライマーSUE4477 と SUE4478 を⽤いた
PCR 法により調製した。 

Bacmid は、⼤腸菌 DH10EmBacY (Bieniossek et al., 2008)から、NucleoBond Xtra BAC 

(Takara)を⽤いて精製した。⼤腸菌 DH10EmBacY は、鎌⽥勝彦博⼠に分与して頂いた。 

DGF298 ゲノムは、加納 (2017)を参考に調製した。 

pMS277parS を構築するために、まず、parS断⽚の調製と pMS277 (Su’etsugu et al., 2017)の
切断を⾏った。parS断⽚は、pPKOZ (Su’etsugu et al., 2017)を鋳型 DNA として、プライマー
SUE1156 と SUE1361 を⽤いた PCR 法により pre-parS 断⽚を調製し、その後さらに、pre-

parS 断⽚を鋳型 DNA として、プライマーSUE1692 と SUE1692 を⽤いた PCR 法により
parS 断⽚を調製した。pMS277 の切断は、gRNA001 を⽤いた CRISPR 反応により⾏った
(3.2.3 参照)。次に、parS 断⽚と pMS277 の切断産物を RA-RCR 法により連結環状化し、
pMS277parS を構築した。この産物を⽤いて⼤腸菌 HST08 を形質転換し、NucleoBond Xtra 

BAC を⽤いて pMS277parS を精製した。 

pUC4KoriC を構築するために、まず、pUC4K を鋳型 DNA として、プライマーSUE1156

と SUE1361 を⽤いた PCR 法により pUC4K 断⽚を調製した。次に、pUC4K 断⽚と oriC 

cassette を RA-RCR 法により連結環状化し、pUC4KoriC を構築した。その後、⼤腸菌 DH5α

の形質転換し、QIAprep Miniprep Kit (QIAGEN)を⽤いて精製した。 

本章で⽤いたプライマーリストを表 3.2 に⽰した。 

 

3.2.2 RA-RCR 

 

RA-RCR は、3.3 プロトコルに従った。使⽤した DNA断⽚は、表 3.1 に⽰した。CRISPR-

Cas9 システムによる切断産物を⽤いて RA を⾏った場合、1 µl の CRISPR反応液を RA反
応液に加えた。BAC クローン、⼤腸菌ゲノム領域及び SARS-CoV-2 発現プラスミドの増幅
では、60 nM の RecG、0.5 U/µl の RecJ、60 mU/µl の Exonuclease III (Exo III)及び 3 ng/µl の
ラムダファージ DNA を RCR反応液に加え、cycler-RCR を⾏った(Nara and Su’etsugu, 2021)。
ラムダファージ DNA は、RCR反応液に含まれるコンタミネーションの DNA 分解酵素活性
を阻害し、⻑鎖 DNA の増幅を安定化させる。また、BAC クローン及び⼤腸菌ゲノム領域
を増幅する場合は、⾮特異的な DNA 増幅を抑えるために、1 nM の Cas9 (IDT)と 50 nM の
gRNA001 (TTTTCATACCGCGTTATGCG)を RCR反応液に加えた。 

 

3.2.3 CRISPR-Cas9 システムによる DNA 切断 

 

5 µl の RCR バッファーに、20 nM Cas9、100 nM gRNA、200 mU/µl Exo III及び 0.8 U/µl 
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RNase Inhibitor, Murine (NEB)を加え、CRISPR 反応液を調製した。その後、BAC クローン
DNA を加え、30˚C で 30 分間反応させた後、さらに 65˚C で 5 分間反応させ、Cas9 を失活
させた。Bacmid、pWTR11.32、pWTR11.64 及び pWTR11.128 の切断には、gRNASopC  

(GATTCCATCAATGCCTGTCA)を⽤いた。RP11-96M14、RP11-457I4及び CH17-81M08 の切
断には、gRNA012 (ATAAAGAAGGGAATGAGATA)を⽤いた。 RP1-247E2 の切断には、
gRNAkmend (CCTTTAGTTACAACATACTC)を⽤いた。 

 

3.3.4 その他の DNA 

 

ミトコンドリア DNA は、⼩⽥原真樹博⼠より分与して頂いた。p601_208x12 は、梅原崇
史博⼠より分与して頂いた。RP11-96M14、RP1-247E2、RP11-457I4及び CH17-81M08 は、
⾹⽉康宏准教授により分与して頂いた。pWTR11.32、pWTR11.64 及び pWTR11.128 は、⼤
関淳⼀郎博⼠分より分与して頂いた。ヒトリンパ芽球細胞ゲノム DNA の EarI 切断産物は、
辻省次教授分より与して頂いた。T7 ファージ DNA の PCR産物 (T7 ファージ DNA断⽚)は、
崔⿓洙教授より分与して頂いた。SARS-CoV-2 の RT-PCR断⽚ (SARS-CoV-2 DNA)、pCMV

断⽚及び polyA断⽚は、牧野晶⼦助教に分与して頂いた。 
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表 3.2 第三章で⽤いたプライマーのリスト 
Name Sequence 
SUE1076 GTTGAGAAAGGTGATTATCACCATGCGAATTAACGAAGTTTTTACGGAGG

GAAACAATCTcgtaagaggttccaactttcacc 
SUE1077 GCCGGATAAGATGCGTCAGCATCGCATCCGGCAGGGTTTATTATTGTTTTTT

CGCTCTAGgtcggcttgagaaagacctg 
SUE1078 CAAAACTGACATAAATCTCCAGAGATGTGTTCAGGAGTTAGAAAGATTATT

TCTTCTATTcgtaagaggttccaactttcacc 
SUE1079 ATGCGCGTACCCACATACCGCTGTTGTTAAAACAGGTAACCCAGCAGTGA

TCGCTTCTAGgtcggcttgagaaagacctg 
SUE1147 ATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCatagtatgttgtaactaaagatctac

tgtggataactctg 
SUE1156 CTATGCGGCATCAGAGCAG 
SUE1362 CGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACagtatgttgtaactaaa

gtattaaaaagaagatctatttatttag 
SUE1550 TCCACGGCCCGGGCTTCAATCCATTTTCATACCGCGTTATttcttttttctttgtttcacgtg

gaacattctgattcaactacgacaggtttcccgactg 
SUE1551 ACGTCAAAAGGATCCGGATAAAACATGGTGATTGCCTCGCtttccttacgcgaaatac

gg 
SUE1692 GCCGACAAAGTTGAGTAGAATCCACGGCCCGGGCTTCAAT 
SUE1963 GACCCCCGCCAATGATGATGACGTCAAAAGGATCCGGATA 
SUE2658 ATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGagtatgttgtaactaaagatctactgtggataactctg 
SUE2659 TGTAAAACGACGGCAAGCCCGAATTagtatgttgtaactaaagtattaaaaagaagatctatttattta

g 
SUE3589 GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGAgcggccgcgaagat

ccggcagaagaatgg 
SUE3590 ATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAAtcggcttgagaaagacct

g 
SUE1361 GTTAAGCCAGCCCCGACAC 
SUE3745 GGTCCCACTTGTATTGTCGATCAGACTATCAGCGTGAGACTACGATTCCAT

CAATGCCTGgaagatccggcagaagaatgg 
SUE3787 CCGCACACCGAGGTTACTCCGTTCTACAGGTTACGACGACATGTCAATACT

TGCCCTTGAtcggcttgagaaagacctg 
SUE4392 GTCCTTTCCGGTGATCCGACAGGTTACGGGGCGGCGACCTagtatgttgtaactaaa

gatctactgtggataactctg 
SUE4477 GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGAagtatgttgtaactaa

agatctactgtggataactctg 
SUE4478 ATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAAagtatgttgtaactaaagt

attaaaaagaagatctatttatttag 
SUE4633 TACCTTGAGTGTCTCTCTGTGTCCCTTATACACTCCGCTAagtatgttgtaactaaagat

ctactgtggataactctg 
SUE4634 TAGGTCCGTACACTGTGAGAACACTGATGGGCACTTTCTCagtatgttgtaactaaag

tattaaaaagaagatctatttatttag 
SUE4900 TTTATCAAACGTGCGCACAGTCCATCCAGAGGGCTTTACAGTGTACATATC

AACCCATATagtatgttgtaactaaagatctactgtggataactctg 
SHE4901 TGTTTCACTAAGCCGAAACTGCGTAAACCGGTTCTGTAACCCGATAAAGA

AGGGAATGAGgtatgttgtaactaaagtattaaaaagaagatctatttatttag 
SUE5344 TATATAAACTGGGGAGCAATGCAAGACTGGAAGAATGTCTTGATGTGTTG

GAGAAGTTGAgtatgttgtaactaaagtattaaaaagaagatctatttatttag 
SUE5356 CCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGC

CCACATCACagtatgttgtaactaaagatctactgtggataactctg 
SUE5367 AATATTGAGGCGCCATTGGCGTGAAGGTAGCGGATGATTCAGCCATAATTT

ACGTCTCGAagtatgttgtaactaaagtattaaaaagaagatctatttatttag 
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SUE5393 TGGTCTATCATTAACTTGTTTTGGTAAATAACTTAATCTTCATGATATGTAGT
CTCTTCAagtatgttgtaactaaagatctactgtggataactctg 

SUE5459 AAATTTTCATAAATAGCGAAAACCCGCGAGGTCGCCGCCCagtatgttgtaactaaa
gtattaaaaagaagatctatttatttag 

SUE5628 TTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATT
GGTTGTAAagtatgttgtaactaaagatctactgtggataactctg 

SUE5629 AAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCT
CTGCCAGTGagtatgttgtaactaaagtattaaaaagaagatctatttatttag 

SUE6252 GCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGT
GGGCTCTATGGctgctctgatgccgcatag 

SUE6253 GGCTATGAACTAATGACCCCGTAATTGATTACTATTAATAACTAGTCAATAA
TCAATGTCgtgtcggggctggcttaac 

SUE6420 TTGTTACCTGGGAAGGTATAAACCTTTAATCG 
SUE6674 TGTGACTTATGTCCCTGCACAAGAAAAG 
⼤⽂字は、オーバーラップ配列を⽰す。 
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3.3 プロトコル 

 

以下の⼿順により DNA断⽚のデザインと RA-RCR を⾏った(奈良聖亜、末次正幸、2020)。 

 

1. DNA断⽚のデザイン 

oriC断⽚を含む各 DNA断⽚が 25-60 bp のオーバーラップ末端をもち、連結によ
り環状となるよう設計した。オーバーラップ配列は PCR プライマーの 5’-tail に設
計した。PCR の鋳型 DNA として⽤いた oriC 断⽚(oriC cassette)には、pUC4K、
pUC18/19 及び pBeloBAC11 などのプラスミドが持つ lacZ’の下流に対するオーバ
ーラップ配列が付してある(図 3.2)。この断⽚を鋳型 DNA として、5’-tail のついた
プライマーで PCR 増幅を⾏い、任意のオーバーラップ配列を付与した。 

2. RA-RCR による DNA の連結・増幅 

(1) 2×RA Mix（2 μＭ RecA, 160 mU/µl Exonuclease III, 40 mM Tris-HCl, pH 8.0, 8 mM 

DTT, 100 mM potassium glutamate, 20 mM magnesium acetate, 200 µM ATP, 8 mM 

creatin phosphate, 300 mM TMAC, 20% DMSO, 10% PEG8000, 40 ng/µl Creatin kinase）、
10×Buffer I及び 10×Buffer II は融解後、ボルテックスでよく混ぜて氷上においた。
10×RE Mix は、氷上で融解後、ボルテックスでの撹拌を 1 秒×3 回に留めた。
10×Buffer I と 10×Buffer II は、それぞれマグネシウム塩などの塩類と dNTP などの
ヌクレオチド類を含み、また 10×RE Mix は RCR に必要な酵素類を含む(Su’etsugu 

et al., 2017; Mukai et al., 2020)。 

(2) 表 3.1 に⽰す DNA断⽚と oriC断⽚を混合し、2×DNA Mix とした。連結する断
⽚が多数の場合は、各断⽚を等モルに揃えた。 

(3) RA 法による DNA の連結 

氷上で、0.2 ml PCRチューブに、2.5 µl の 2×DNA Mix及び 2.5 µl の 2×RA Mix を
加え、ピペッティングでよく混ぜた。この反応液をインキュベーターを⽤いて
42˚C で 30 分間保温した。この時、インキュベーターの蓋の温度は、49˚C に設定
し、予め温めておいた。反応後は、即座に 65˚C(蓋は、72˚C)で 2 分間保温後、氷
冷し、⾮特異的なアニーリング産物を抑えた。 

(4) 連結産物の RCR 増幅 

氷上で、0.2 ml PCRチューブに、2.4 µl の H2O、0.4 µl の 10×Buffer I及び 0.4 µl

の 10×Buffer II を加え、ピペッティングでよく混ぜた。ここに 0.4 µl の 10×RE Mix

を加え、再度ピペッティングでよく混ぜた。最後に RA 産物を 0.4 µl 加え、ピペ
ッティングで混和し、インキュベーターを⽤いて 16 時間の等温反応、もしくは
37˚C で 1 分間の反応と 24˚C で 30 分間の反応を 40サイクル⾏った(cycler-RCR、
Nara and Su’etsugu, 2021)。この時、インキュベーターの蓋の温度は、37˚C に設定
し、予め温めておいた。 
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3. アガロースゲルによる増幅産物の確認 

 RCR産物を、RCR バッファーで 1/10希釈し、30˚C で 30 分間反応させた。その
後、1 µl を分取し、4 µl のストップバッファー(25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 25 mM 

EDTA, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 0.05 mg/ml proteinase K, 5% glycerol, 0.1% 

bromophenol blue)に加え、0.5%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動した。染⾊液
は、SYBR Green I を⽤いた。ゲル写真は、Typhoon FLA 9500 (GE healthcare)を⽤
いて撮影した。 

 

 
 

図 3.2 oriC断⽚(oriC cassette)の配列とプライマーの設計。⼤⽂字は、pUC4K断⽚とのオー
バーラップ配列である。任意のオーバーラップ配列を oriC につける場合は、⻘枠をプライ
マーの認識配列として、そのプライマーの 5ʼ側に 25-60 bp のオーバーラップ配列を付加し
た。⼩⽂字は oriC 配列を⽰す。下線部は、ter 配列を⽰し、RCR に Tus が含まれる場合、
Tus の結合により複製フォークの過剰進⾏(ローリングサークル型複製)をブロックし、コン
カテマーの産物を抑える。 

  

ATGGTGCACT CTCAGTACAA TCTGCTCTGA TGCCGCATag tatgttgtaa ctaaagatct

actgtggata actctgtcag gaagcttgga tcaaccggta gttatccaaa gaacaactgt

tgttcagttt ttgagttgtg tataacccct cattctgatc ccagcttata cggtccagga

tcaccgatca ttcacagtta atgatccttt ccaggttgtt gatcttaaaa gccggatcct

tgttatccac agggcagtgc gatcctaata agagatcaca atagaacaga tctctaaata

aatagatctt ctttttaata ctttagttac aacatactGT TAAGCCAGCC CCGACACCCG

CCAACACCCG CTGACGCG

5’ -

- 3’
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3.4 結果 

 

3.4.1 RA-RCR を⽤いたヒト mtDNA(16.6)の試験管内クローニング 

 

第⼆章では、oriC を持たない環状 DNA を RCR 増幅するために、試験管内トランスポジ
ション反応を利⽤して環状 DNA に oriC を導⼊する⼿法について述べた。この⼿法では、
ランダムな位置に oriC が挿⼊されるため、配列未知の環状 DNA の増幅も可能である(Nara 

and Su’etsugu, 2021)。⼀⽅で、oriC の挿⼊によって遺伝⼦が破壊される可能性があるだけ
でなく、コンタミネーションした DNA などのターゲット環状 DNA 以外の DNA が混じっ
ていた場合に、ターゲット DNA を特異的に増幅することが難しかった。例えば、ヒト細
胞から抽出したミトコンドリア DNA (ヒト mtDNA)をターゲットにした際には、⽬的の単
量体スーパーコイル DNA の特異的な増幅ができなかった。 

そこで、RA-RCR を⽤いて、ヒト mtDNA の単量体スーパーコイル DNA のみを増幅する
ことが可能か検討した。まず、HEK293 細胞、または Hela 細胞から抽出した 16.6 kb のヒ
ト mtDNA を、XhoI を⽤いて単⼀切断を⾏った。また、ヒト mtDNA の XhoI 切断末端と 40 

bp のオーバーラップ配列を持つように 380 bp の oriC断⽚(oriCmtDNA)を、その配列を 5’-

tail にもつプライマーを⽤いて PCR 法により調製した。1.6 ng の HEK293 細胞由来の
mtDNA断⽚、または 2 ng の Hela細胞由来の mtDNA断⽚と 5 ng の oriCmtDNA を⽤いて
RA を⾏い、その反応液の⼀部を RCR にかけた(図 3.3)。その結果、いずれの DNA におい
ても⽬的のサイズの単量体スーパーコイル DNA のみが増幅産物として得られた。このこ
とは、RA-RCR が、⽬的の DNA のみを選択的に増幅可能な試験管内 DNA クローニング法
として有⽤であることを⽰している。 
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図 3.3 RA-RCR を⽤いたヒト mtDNA の増幅。HEK293細胞由来の mtDNA及び Hela細胞由
来の mtDNA を XhoI を⽤いて 37˚C で 1 時間処理し、その産物と oriC 断⽚を⽤いて RA-

RCR を⾏った。RA後、30˚C で 16 時間の RCR を⾏った。(a)ヒト mtDNA と oriC断⽚の連
結環状化デザイン。oriC 断⽚は、XhoI 切断末端と 40 bp のオーバーラップ配列を持つ。
(b)RA-RCR産物のアガロースゲル電気泳動解析。pRpoABCDZ は、15 kb の環状 DNA であ
る。M1 は、ラムダファージ DNA由来の DNAサイズマーカーである。 

  

pR
po

AB
C

D
Z

H
EK

29
3 

m
tD

N
A

RA-RCR

H
el

a 
m

tD
N

A

- Supercoil
M

1
9.4 -

(kb)

21.2 -

(a) (b)

oriC

16.6 kb
mtDNA

XhoI

16.9 kb

0.3 kb

16.6 kb



 49 

3.4.2 繰り返し配列(2.5 kb)の試験管内クローニング 

 

微⽣物を⽤いた DNA クローニング法では、ホストが DNA 組換えシステムを持つため、
繰り返し配列を持つ DNA のクローニングが難しい(Kang et al., 1995, Feschenko et al., 2003)。
そこで、208 bp の 12 回繰り返し構造を持つプラスミド(p601_208x12)を⽤いて、繰り返し
配列が RA-RCR でクローニングできるか検討した。EcoRI によって単⼀切断した
p601_208x12 と、EcoRI 切断末端と 25 bp のオーバーラップ配列を持つ oriC断⽚(oriCp601)

を RA によって連結し、その産物を RCR にかけた(図 3.4a)。その結果、⽬的のサイズの単
量体スーパーコイル DNA の増幅産物が確認できた(図 3.4b)。この時、ローリングサークル
型複製によるコンカテマーの産物も⾒られたが、過剰な複製進⾏をブロックする Tus-ter シ
ステムを⽤いることで抑制することが可能である(Hasebe et al., 2018)。制限酵素を⽤いて増
幅産物を構造確認したところ、予期される切断産物より分⼦量の⼩さい切断産物がラダー
状に⾒られた(図 3.4c、レーン 4)。このことは、繰り返し配列が⼀部⽋損した環状 DNA が
増幅産物に含まれていたことを⽰している。 

この増幅産物が、⼤腸菌より精製した p601_208x12 に元から含まれる繰り返し配列が⽋損
した環状 DNA に由来したのか、RCR 中に繰り返し配列の⽋損が起きたのかを調べるため
に、oriC を持つ p601_208x12 (p601_208x12oriC)を RCR にかけ、増幅産物を制限酵素を⽤い
て切断した(図 3.4c、レーン 6)。その結果、ラダー状の切断産物はほとんど⾒られなかった。
⼀⽅で、⼤腸菌を⽤いて p601_208x12oriC をクローニングした場合は、制限酵素による切
断産物にラダー状のバンドが顕著に⾒られた(図 3.4c、レーン 2)。これより、RCR による
DNA 増幅では、⼤腸菌を⽤いたクローニング法に⽐べて繰り返し配列の⽋損が起こりにく
いことがわかった。 
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図 3.4 RA-RCR を⽤いた p601_208x12 の増幅。p601_208x12 を EcoRI を⽤いて 37˚C で 30 分
間処理し、その産物と oriC 断⽚を⽤いて RA-RCR を⾏った。RA 後、30˚C で 16 時間の
RCR を⾏った。(a)p601_208x12 と oriC断⽚の連結環状化デザインと⽬的 DNA の HindIII 切
断マップ。⽮印は、208 bp の繰り返し単位配列を⽰す。oriC断⽚は、EcoRI 切断末端と 25 

bp のオーバーラップ配列を持つ。(b)RA-RCR 産物のアガロースゲル電気泳動解析。(-)RA

は、連結反応を⾏わなかったサンプルを⽰し、(+)RA は、連結反応を⾏ったサンプルを⽰
す。(-)RCR は、RCR前のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR後のサンプルを⽰す。(c)⼤腸
菌によってクローニングした p601_208x12oriC (レーン 1、2)、(b)の RA-RCR産物 (レーン 3、
4)及び p601_208x12oriC を⽤いた RCR 産物(レーン 5、6)の制限酵素(HindIII)による構造確
認。反応液に HindIII を加えなかったば場合を(-)HindIII とし、加えた場合を(+)HindIII とし
た。37˚C で 30 分間の反応後、1%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動し、SYBR Green I を
⽤いて染⾊した。左右の写真は、コントラストが異なる。M2 は、ラムダファージ DNA由
来の DNA サイズマーカーである。ゲルの下部に⾒えるバンドは、RCR バッファーに含ま
れる tRNA である。 
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3.4.3 ⻑鎖環状 DNA (Bacmid (147 kb)、RP11-96M14 (205 kb)、RP1-247E2 (153 kb)、RP11-

457I4 (192 kb)、CH17-81M08 (204 kb))の試験管内クローニング 

 

RA-RCR による⻑鎖環状 DNA のクローニングが可能か検討するために、BAC クローンを
⽤いた。この時 RCR には、反応液に含まれるコンタミネーションの DNA 分解酵素活性を
阻害し、⻑鎖 DNA の増幅を安定させるために、ラムダファージ DNA を加えた。BAC ク
ローンは、100 kb を超える⻑鎖 DNA を⼤腸菌内でクローニングするためのベクター(BAC

プラスミド)を⽤いて構築された⻑鎖環状 DNA である(Shizuya et al., 1992)。これまでに、
ウイルスゲノム全⻑や⻑⼤なヒトゲノム領域を持つ BAC クローンが構築されている。 

まず、147 kb のバキュロウイルスゲノム全⻑がクローニングされた BAC プラスミド 

(Bacmid)の試験管内クローニングを検討した。Bacmid を直鎖化するために、試験管内
CRISPR-Cas9 システムを⽤いて BAC ベクター内の配列を単⼀切断した。20 ng の Bacmid

断⽚と、85 pg の Bacmid 断⽚の両末端と 60 bp のオーバーラップ配列を持つ oriC 断⽚
(oriC60sopC)を⽤いて RA を⾏い、その反応液の⼀部を RCR にかけた(図 3.5a)。その結果、
⽬的のサイズの単量体スーパーコイル DNA が得られた(図 3.5b)。また、ゲルのウェルとマ
ーカーの 23 kb あたりには、それぞれ開環状 DNA と切れた直鎖状 DNA が⾒られた。この
増幅産物を⽤いて⼤腸菌の形質転換を⾏い、RCR の増幅効率を調べたところ、2×105倍以
上の増幅が起こっていることがわかった (図 3.5b)。この形質転換体(9コロニー)からプラス
ミド精製を⾏い⽬的の DNA を保持していることを確認した(図 3.5c)。 

次に、ヒトゲノム配列を持つ BAC クローンを⽤いて、RA-RCR を検討した。4種の BAC

クローン(RP11-96M14 (205 kb)、RP1-247E2 (153 kb)、RP11-457I4 (192 kb)、CH17-81M08 

(204 kb))について、CRISPR-Cas9 システムで単⼀切断し RA-RCR を⾏ったところ、いずれ
の BAC クローンにおいても⽬的のサイズの単量体スーパーコイル DNA の増幅産物を得る
ことができた(図 3.6)。これらの結果から、200 kb を超える⻑鎖環状 DNA に対しても、RA

を⽤いて oriC断⽚と連結環状化することで試験管内クローニングができることが⽰された。
RP11-96M14 の増幅では、⽬的のスーパーコイル DNA の産物が僅かであったことから、
200 kb を超える DNA を鋳型とした場合は RCR による複製効率が低下する可能性が考えら
れた。 

本論⽂では、CRISPR-Cas9 システムを⽤いて RA-RCR を⾏う⼿法を、CRISPR-RA-RCR と
した。⻑鎖 DNA の試験管内クローニングでは、DNA サイズが⼤きくなるほど、制限酵素
を⽤いることが困難なため、CRISPR-Cas9 システムを⽤いて DNA 断⽚を調製する⼿法が
有⽤である。 
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図 3.5 RA-RCR を⽤いた Bacmid の増幅。Bacmid を CRISPR-Cas9 システムを⽤いて単⼀切
断し、その産物と oriC断⽚を⽤いて RA-RCR を⾏った。RA後、40サイクルの cycler-RCR

を⾏った。RCR反応液には、ラムダファージ DNA を加えた。(a)Bacmid と oriC断⽚の連
結環状化デザイン。⽮印は BACベクターを⽰す。oriC断⽚は、切断末端と 60 bp のオーバ
ーラップ配列を持つ。(b)RA-RCR産物のアガロースゲル電気泳動解析。(-)RA は、連結反
応を⾏わなかったサンプルを⽰し、(+)RA は、連結反応を⾏ったサンプルを⽰す。(-)RCR

は、RCR前のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR後のサンプルを⽰す。RCR前のサンプル
及び RCR後のサンプルを⽤いて、⼤腸菌 HST08 を形質転換した。クロラムフェニコール
(12.5 mg/µl)を含むプレートを⽤いて、コロニー数を計測し、1 µl の RA反応液あたりのコ
ロニー数を⽰した。RCR前のサンプルでは、コロニーが得られなかった(N/A)。(c)形質転
換体のプラスミドの確認。クロラムフェニコール耐性のコロニーよりプラスミド精製を⾏
い、0.5%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動した。SYBR Green I を⽤いて染⾊した。マー
カーの 21.2 kb の付近に⾒られるバンドには⼤腸菌ゲノム DNA が含まれる。 
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図 3.6 RA-RCR を⽤いた BAC クローンの増幅。RP11-96M14、RP1-247E2、RP11-457I4及び
CH17-81M08 を CRISPR-Cas9 システムを⽤いて単⼀切断し、その産物と oriC断⽚を⽤いて
RA-RCR を⾏った。oriC断⽚は、切断末端と 60 bp のオーバーラップ配列を持つ。RA後、
40サイクルの cycler-RCR を⾏った。RCR反応液には、ラムダファージ DNA を加えた。 
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3.4.4 ヒトセントロメア機能配列(pWTR11.32 (60 kb)、pWTR11.64 (120 kb)、pWTR11.128 

(240 kb))の増幅 

 

ヒトセントロメアとして機能するリピート配列(アルフォイド DNA)を持つ BAC クローン
は、ヒト⼈⼯染⾊(Human Artificial Chromosome: HAC)の構築に利⽤されている(Kouprina et 

al., 2003)。HAC とは、ヒト細胞に⻑⼤な遺伝⼦領域を導⼊することが可能なベクターであ
り、持続的な遺伝⼦発現が可能なことや宿主の染⾊体を破壊しないことが特徴である。ア
ルフォイド DNA は、171 bp の 11 回繰り返し配列(11 mer)がさらに⾼次に繰り返した構造
(図 3.7a)を持つため、⼤腸菌を⽤いたクローニングが難しいという課題があった。そこで、
11 mer が 32回、64回、または 128回繰り返したアルフォイド DNA を持つ BAC クローン
(pWTR11.32、pWTR11.64、pWTR11.128)を⽤いて、CRISPR-RA-RCR による試験管内クロ
ーニングが可能か検討した。その結果、pWTR11.32 と pWTR11.64 では、⽬的のサイズの
単量体スーパーコイル DNA の増幅が⾒られたが、pWTR11.128 では確認できなかった(図
3.7b)。pWTR11.32 では、⽬的サイズのバンドの上に、⼆量体スーパーコイル DNA と思わ
れるバンドが⾒られた。また、いずれの BAC クローンにおいても、繰り返し配列が⽋損
したと考えられる分⼦量が⼩さいスーパーコイル DNA の副産物がラダー状に⾒られた。
204 kb の CH17-81M08 は繰り返し配列を持たないため、⽬的のサイズの DNA のみを特異
的に増幅できたが、240 kb のアルフォイド DNA を含む pWTR11.128 では、ラダー状の副産
物の増幅により⽬的のサイズの DNA の増幅が阻害された考えられる。以上の結果から、
120 kb のアルファイド DNA であれば RA-RCR により増幅可能であることがわかった。 
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図 3.7 RA-RCR を⽤いたヒトセントロメア機能配列の増幅。(a)pWTR11.32 の構造。
pWTR11.32 は、171 bp の 11回繰り返し配列を、さらに 32回繰り返した構造(アルフォイド
DNA)を持つ BAC クローンである。(b)pWTR11.32、pWTR11.64、pWTR11.128及び CH17-

81M08 を CRISPR-Cas9 システムを⽤いて単⼀切断し、その産物と oriC断⽚を⽤いて RA-

RCR を⾏った。oriC断⽚は、切断末端と 60 bp のオーバーラップ配列を持つ。RA後、40

サイクルの cycler-RCR を⾏った。RCR反応液には、ラムダファージ DNA を加えた。 
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3.4.5. RA-RCR を⽤いたヒトゲノム領域(5.5 kb)の試験管内クローニング 

 

これまでの検討では、オルガネラ DNA やプラスミドといった環状 DNA に対して単⼀切
断によって断⽚化し、oriC と連結環状化してきた。そこで、ゲノム DNA に対しても制限
酵素を⽤いて断⽚化し、ターゲットの DNA断⽚と oriC を連結環状化後、RCR 増幅できる
か検討した。ここでは、ヒトリンパ芽球細胞から抽出したゲノム DNA を EarI によって切
断し、5.5 kb の NBPF19 遺伝⼦を含む DNA断⽚をターゲットとした。NBPF19 遺伝⼦は、
神経核内封⼊体病(NIID)の原因遺伝⼦であり、CGG の繰り返し配列を持つ(Ishiura et al., 

2019)。CGG リピートの異常伸⻑は疾患の原因となるが、PCR 法ではその増幅が難しいた
め異常伸⻑を同定することが困難であった。そこで、RA-RCR を⽤いた試験管内クローニ
ング法が、NBPF19 遺伝⼦の診断技術として利⽤できると考えた。ヒトゲノム DNA の EarI

切断産物と、NBPF19 遺伝⼦を含む DNA断⽚の末端と 60 bp のオーバーラップ配列を持つ
420 bp の oriC断⽚(oriCNBPF19)を⽤いて RA を⾏い、その産物を RCR にかけた(図 3.8a)。
その結果、⽬的のサイズの単量体スーパーコイル DNA のみが RA に依存して増幅した (図
3.8b)。増幅産物の構造を制限酵素を⽤いて解析したところ、⽬的の DNA が増幅できたこ
とが確認できた (図 3.8b)。この結果から、RA-RCR を⽤いることで、CGG の繰り返し配列
を増幅できることが⽰された。ゲノム DNA を制限酵素によって無数に断⽚し、その中か
らターゲットの DNA 断⽚を特異的に増幅できたことは、RA-RCR の⾼い特異性を⽰して
いる。 
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図 3.8 RA-RCR を⽤いた NBPF19 遺伝⼦領域の増幅。ヒトリンパ芽球細胞ゲノムを EarI に
よって切断した産物と oriC 断⽚を⽤いて RA-RCR を⾏った。RA 後、30˚C で 16 時間の
RCR を⾏った。(a)NBPF19 遺伝⼦領域と oriC 断⽚の連結環状化デザインと⽬的 DNA の
SacI 切断マップ。⽮印は、CGG の繰り返しを⽰す。oriC断⽚は、5.5 kb の NBPF19 遺伝⼦
を含む DNA断⽚の末端と 60 bp のオーバーラップ配列を持つ。(b)RA-RCR産物のアガロー
スゲル電気泳動解析。(-)RA は、連結反応を⾏わなかったサンプルを⽰し、(+)RA は、連結
反応を⾏ったサンプルを⽰す。SC Marker は、スーパーコイル DNA のサイズマーカーであ
る。(c)RA-RCR 産物の制限酵素(SacI)による構造確認。反応液に SacI を加えなかったば場
合を(no cut)とし、加えた場合を(cut)とした。37˚C で 1 時間の反応後、1%のアガロースゲ
ルを⽤いて電気泳動し、SYBR Green I を⽤いて染⾊した。 
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3.4.6 ⼤腸菌⻑鎖ゲノム領域(93 kb, 220 kb)の試験管内クローニング 

 

RA-RCR を⽤いて⻑⼤なゲノム領域の試験管内クローニングを検討した(図 3.9a)。アガロ
ースプラグを⽤いた⼿法により⼤腸菌 (DGF-298 株)のゲノム DNA を精製し、XbaI によっ
て断⽚化した。93 kb と 220 kb の DNA断⽚をターゲットとし、それぞれの DNA断⽚に対
して末端の 60 bp とオーバーラップ配列を持つ oriC断⽚(Cm-oriC93kb、Cm-oriC220kb)を調
製した。⼤腸菌ゲノムの XbaI 切断産物と oriC 断⽚を⽤いて、RA-RCR を⾏ったところ、
いずれのサイズの DNA 断⽚をターゲットにした場合でも、⽬的のサイズの単量体スーパ
ーコイル DNA の増幅が⾒られた(図 3.9b)。また、マーカーの 23 kb付近にはローリングサ
ークル型複製に由来するコンカテマーが⾒られ、⾮特異的なスーパーコイル DNA の副産
物も僅かに⾒られた。RA を⾏わなかった場合には、220 kb の単量体スーパーコイル DNA

の増幅は⾒られなかったことから、この増幅は RA に依存的であることが⽰された。⼀⽅
で、副産物の増幅がより顕著に⾒られ、ゲノム DNA 溶液に含まれる⼤腸菌ゲノムの oriC

に由来している可能性が考えられた。そこで、⼤腸菌ゲノムの oriC近傍の配列を切断する
CRISPR-Cas9 システムを⽤いて⾮特異的な副産物の増幅が抑えられるか検討した。この時、
ターゲット配列を認識する gRNA と Cas9 タンパク質を RCR 反応液に加え、RCR と
CRISPR-Cas9 システムを同時に⾏った。コントロールの鋳型 DNA として、oriC 及びその
近傍の gRNA認識配列を持つ 200 kb の環状 DNA(pMS227)と、oriC を持つが近傍の gRNA

認識配列を持たない 200 kb の環状 DNA(pMS227parS)を⽤いたところ、CRISPR-Cas9 シス
テムに依存して pMS277 の増幅のみを特異的に抑えることができた。CRISPR-Cas9 システ
ムによって、oriC 近傍配列を持つ pMS277 が切断され直鎖状になったことで、その増幅が
起きなかったと考えられる。この⼿法を、⼤腸菌ゲノム断⽚の増幅に⽤いたところ、⾮特
異的な副産物の増幅が抑えられた。この産物を制限酵素を⽤いて構造確認したところ、⽬
的のゲノム領域が増幅できたことが確認できた(図 3.9c)。また、RCR中の CRISPR-Cas9 シ
ステムによって予想されないサイズの切断産物が減少したことからも、⾮特異的な DNA

の増幅が抑えられたことが⽰された。これらの結果から、RA-RCR を⽤いて⽬的の⻑⼤な
ゲノム領域のみを特異的に試験管内クローニングができることがわかった。 
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図 3.9 RA-RCR を⽤いた⼤腸菌ゲノム領域の増幅。⼤腸菌 DGF-298株のゲノムを XbaI を⽤
いて切断した産物と oriC断⽚を⽤いて RA-RCR を⾏った。RA反応後、40サイクルの
cycler-RCR を⾏った。(a)⼤腸菌ゲノム断⽚と oriC断⽚の連結環状化デザインと⽬的 DNA

の SacI 切断マップ。oriC断⽚(1.2 kb)は、93 kb の DNA断⽚、もしくは 200 kb の DNA断⽚
の末端と 60 bp のオーバーラップ配列を持つ。S は、SacI による切断箇所を⽰す。(b)RA-

RCR産物のアガロースゲル電気泳動解析。RA産物と同時に、10 fM の pMS277及び
pMS277parS を RCR にかけた。RCR反応液には、ラムダファージ DNA を加えた。この時、
⼤腸菌ゲノムの oriC近傍配列を切断する CRISPR-Cas9 システムを導⼊しなかった条件を(-

)CRISPR-Cas9 とし、導⼊した条件を(+)CRISPR-Cas9 とした。(-)RA は、連結反応を⾏わな
かったサンプルを⽰し、(+)RA は、連結反応を⾏ったサンプルを⽰す。(-)RCR は、RCR前
のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR後のサンプルを⽰す。アスタリスク(*)は、⾮特異的
な増幅産物を⽰す。(c)RA-RCR産物の制限酵素(SacI)による構造確認。反応液に SacI を加
えなかった場合を(-)とし、加えた場合を(+)とした。37˚C で 30 分間の反応後、0.75%のパ
ルスフィールドアガロースゲルにより Pippin pulse power supply (Sage science)を⽤いて電気
泳動し、SYBR Green I を⽤いて染⾊した。M4 は、T7 ファージ DNA由来の DNAサイズマ
ーカーである。ダブルアスタリスク(**)は、⾮特異的な増幅産物に由来した切断産物を⽰
す。 
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3.4.7 ウイルス DNA (ラムダファージ DNA (48.5 kb)、T4 ファージ DNA (40 kb)、SARS-CoV-

2 発現プラスミド  (31.1 kb))の試験管内クローニング 

 

RA-RCR によるファージ DNA の試験管内クローニングについて、まず、48.5 kb のラムダ
ファージ DNA を⽤いて検討した(図 3.10a)。ラムダファージ DNA の末端と 40 bp のオーバ
ーラップ配列を持つ 380 bp の oriC断⽚(oriClambda)を PCR 法により調製した。この時、プ
ライマーの 5’-tail にそのオーバーラップ配列を付した。20 ng のラムダファージ DNA と
0.15 ng の oriClambda を⽤いて RA を⾏い、その反応液の⼀部を RCR にかけた(図 3.10b)。
その結果、RA を⾏わなかった場合に、増幅産物が確認できなかった。⼀⽅で、RA を⾏っ
た場合は、⽬的のサイズの単量体スーパーコイル DNA の増幅が確認できた。その上には、
⼆量体スーパーコイル DNA と思われるバンドが⾒られた。また、ゲルのウェルに⾒える
バンドは、開環状 DNA であり、マーカーの 23 kb付近に⾒られるバンドは直鎖状 DNA で
ある。この産物を HindIII で切断したところ、予想されるサイズの断⽚のみが得られたこと
から、⽬的のラムダファージ DNA の増幅ができたことが確認できた。この結果から、RA-

RCR は、ファージ DNA の試験管内クローニングにも利⽤できることが⽰された。 

次に、DNA 断⽚数を増やした場合にも、ファージ DNA の試験管内クローニングができ
るか検討した。40 kb の T7 ファージ DNA を鋳型として、10 kb毎に分割した 4 本の DNA

断⽚を隣り合う断⽚が 40 bp のオーバーラップを持つように PCR 法により調製した(図
3.11a)。これらの DNA断⽚と T7 ファージ DNA の末端と 40 bp のオーバーラップ配列を持
つ oriC断⽚(oriCT7)を、分⼦数が同じになるように⽤いて RA を⾏い、その産物を RCR に
かけた。その結果、RA に依存して⽬的サイズの単量体スーパーコイル DNA の増幅が⾒ら
れた(図 3.11b)。この産物を制限酵素を⽤いて構造確認したところ、予想されるサイズの切
断産物が得られたことから、⽬的の T7 ファージ DNA が増幅できたことが確認できた(図
3.11c)。この結果から、複数の DNA 断⽚を⽤いた場合でも、RA-RCR によって増幅できる
ことが⽰された。 

最後に、RA-RCR を⽤いて新型コロナウイルス(SARS-CoV-2)ゲノム全⻑を CMV プロモー
ターの下流にコードする環状 DNA (SARS-CoV-2 発現プラスミド)の構築を検討した(図
3.12a)。SARS-CoV-2 発現プラスミドを培養細胞に導⼊すると、CMV プロモーターからゲ
ノム RNA が発現し、⼈⼯コロナウイルスを産⽣することが可能である(Torii et al., 2021)。
⼈⼯コロナウイルスの産⽣は、コロナウイルスの遺伝学的解析やワクチン開発に繋がる。
SARS-CoV-2 のゲノム RNA を鋳型として、3-6.5 kb に分割した 6 本の DNA 断⽚(SARS-

CoV-2 DNA)を隣り合う断⽚が 60 bp のオーバーラップを持つように RT-PCR により調製し
た。また、3’側に CMV プロモーター配列及び 5’側にポリ A 配列を持つ oriC 断⽚
(oriCCoV2)を、SARS-CoV-2 ゲノムの末端配列と 60 bp のオーバーラップするように調製し
た。さらに、RA に⽤いる DNA断⽚数を少なくするために、SARS-CoV-2 ゲノムの 3’側の
断⽚と oriCCoV2 を、overlap PCR 法を⽤いて連結した。これらの断⽚を⽤いて RA-RCR を
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⾏ったところ、⽬的のサイズの単量体スーパーコイル DNA が得られた(図 3.12b)。また、
この産物を制限酵素を⽤いて構造確認したところ、予想される切断産物が得られたことか
ら、⽬的の環状 DNA が構築できたことが確認できた(図 3.12c)。SARS-CoV-2 ゲノムは、
AT含有率が 62%であることから、AT リッチな DNA も RCR 増幅できることが⽰された。 
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図 3.10 RA-RCR を⽤いたラムダファージ DNA の増幅。ラムダファージ DNA と oriC断⽚
を⽤いて RA-RCR を⾏った。RA後、30˚C で 6 時間の RCR を⾏った。(a)ラムダファージ
DNA と oriC断⽚の連結環状化デザインと⽬的 DNA の HindIII 切断マップ。oriC断⽚は、
ラムダファージ DNA の末端と 40 bp のオーバーラップ配列を持つ。H は、HIndIII による
切断箇所を⽰す。(b)RA-RCR 産物のアガロースゲル電気泳動解析。(-)RA は、連結反応を
⾏わなかったサンプルを⽰し、(+)RA は、連結反応を⾏ったサンプルを⽰す。(+)HindIII 

digestion は、RA-RCR 後、制限酵素(HindIIII)により 37˚C で 1 時間処理した。RCR 反応液
をストップバッファーで 1/10希釈し、1 µl を泳動した。 
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図 3.11 RA-RCR を⽤いた T7 ファージ DNA の増幅。 T7 ファージ DNA を 10 kb毎に分割し
た 4 本の DNA 断⽚と oriC 断⽚を⽤いて RA-RCR を⾏った。RA 後、30˚C で 16 時間の
RCR を⾏った。(a)4 本の T7 ファージ DNA 断⽚と oriC 断⽚の連結環状化デザインと⽬的
DNA の XbaI及び NcoI 切断マップ。それぞれの DNA断⽚は、隣り合う DNA断⽚と 40 bp

のオーバーラップ配列を持つ。右は、直鎖状 T7 ファージ DNA の XbaI及び NcoI 切断マッ
プである。(b)RA-RCR 産物のアガロースゲル電気泳動解析。(-)RA は、連結反応を⾏わな
かったサンプルを⽰し、(+)RA は、連結反応を⾏ったサンプルを⽰す。(-)RCR は、RCR前
のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR 後のサンプルを⽰す。マーカーの 9.4 kb 付近に⾒ら
れるバンドは、RA に⽤いた T7 ファージ DNA断⽚である。(c)直鎖状 T7 ファージ DNA及
び RA-RCR 産物を制限酵素(XbaII、NcoI)により 37˚C で 1 時間処理した。(-)は、制限酵素
を反応液に加えなかった。0.5%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動し、SYBR Green I を⽤
いて染⾊した。 
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図 3.12 RA-RCR を⽤いた SARS-CoV-2 発現プラスミドの構築。SARS-CoV-2 ゲノムを(1)3.1 

kb 、(2)3.0 kb、(3)6.9 kb、(4)6.3 kb、(5)6.6 kb及び(6)5.5 kb に分割した DNA断⽚と oriC断
⽚を⽤いて RA-RCR を⾏った。RA後、30˚C で 16 時間の RCR を⾏った。(a) 6 本の SARS-

CoV-2 ゲノム DNA断⽚と oriC断⽚の連結環状化デザインと⽬的 DNA の EcoRV及び XmaI

切断マップ。oriC断⽚は、5ʼ側に polyA 配列と 3ʼ側に CMV プロモーターを持つ。また、
それぞれの DNA断⽚は、隣り合う DNA断⽚と 60 bp のオーバーラップ配列を持つ。
SARS-CoV-2 ゲノムの 3ʼ側の DNA断⽚(6)と oriC断⽚は、overlap PCR 法により連結した。
E と X は、それぞれ EcoRV と XmaI による切断箇所を⽰す。(b)RA-RCR産物のアガロース
ゲル電気泳動解析。1%のアガロースゲルを⽤いた。mACtsDCW1 (倉⽥)は、約 30 kb の環
状 DNA である。(c)RA-RCR 産物を制限酵素(EcoRIV、 XmaI)により 37˚C で⼀晩処理した。
(-)は、制限酵素を反応液に加えなかった。0.5%のアガロースゲルを⽤いて電気泳動し、
SYBR Green I を⽤いて染⾊した。 
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3.4.8 環状 DNA を切らない RA-RCR 

 

RA における DNA連結は、⼤腸菌の DNA組換え酵素である RecA によって触媒される。
RecA は、DNA の⼀本鎖領域にフィラメントを形成し、相同配列を探索することで、相同
な⼀本鎖 DNA 同⼠のアニーリングを促進する(Müller and Stasiak, 1991; Shigemori et al., 

2005)。⼀⽅で、D-loop 構造の形成も触媒することが知られている(Cox and Lehman, 1981)。
D-loop 構造は、RecA フィラメントを形成した⼀本鎖 DNA が、相同な⼆本鎖 DNA と相補
鎖を⼊れ替えるようにしてハイブリダイズすることによって形成される(Yang et al., 2020)。
⽣体内では、D-loop 構造を起点にして DNA 複製が起きた場合に DNA 配列の挿⼊などの相
同組換えが起こる(Kogoma, 1996)。そこで、このメカニズムを⽤いて環状 DNA に oriC を
導⼊できるか検討した(図 3.13)。 

まず、pUC4K の隣り合う 40 bp の配列をそれぞれ 5’-tail に持つフォワードプライマー及び
リバースプライマーを⽤いた PCR 法により oriC 断⽚(oriCamp_1)を調製した。70 pg の
oriCamp_1 と 0.55 ng の pUC4K を⽤いて RA を⾏い、その産物を RCR にかけた(図 3.14)。
また同時に、oriC を持つ pUC4K (pUC4KoriC)も RCR にかけた。その結果、RA に依存的な
増幅産物が pUC4KoriC の増幅産物と同じ位置に⾒られたことから、⽬的の単量体スーパー
コイル DNA が増幅できたことが確認できた。ローリングサークル型複製に由来するコン
カテマーも僅かに⾒られた。環状 DNA と oriC断⽚を⽤いて RA を⾏い RCR 増幅する⼿法
を、Rm-RCR とした。 

次に、Rm-RCR における RecA の依存性を調べたところ、RecAタンパク質を加えずに RA

を⾏った場合は、主にコンカテマーや⾮特異的な DNA の増幅が⾒られ、⽬的の単量体ス
ーパーコイル DNA の増幅は RecA に依存的であることが確認できた(図 3.15)。コンカテマ
ーや⾮特異的な DNA の増幅は、Exo III によって露出した⼀本鎖領域の偶発的なハイブリ
ダイゼーションが起点になっていると考えられる。また、3’-5’エキソヌクレアーゼである
Exo III の代わりに 5’-3’エキソヌクレアーゼである T5 exonuclease を⽤いた場合でも⽬的の
単量体スーパーコイル DNA の増幅が⾒られたことから、Rm-RCR における oriC挿⼊反応
は⼀本鎖領域の向きに依存しないことがわかった(図 3.16)。Exo III を⽤いた場合は、⼆量
体のスーパーコイル DNA と考えられる増幅産物が⾒られた。マーカーの 7.4 kb の付近に
⾒られるバンドは、⼆量体スーパーコイル DNAだと思われる。Rm-RCR は、環状 DNA の
狙った配列に oriC を簡便に導⼊する⼿法として有⽤である。Rm-RCR を⽤いて既存のベク
ターなどに oriC を導⼊することで、RA-RCR といった RCR を⽤いたアプリケーションに
利⽤することが可能である。 
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図 3.13 RecA の D-loop活性を⽤いた環状 DNAへの oriC の導⼊と環状 DNA の増幅。oriC

断⽚は、ターゲット環状 DNA 内の連続する 2箇所の 40 bp の配列とぞれぞれ相同な配列を
末端に持つ。RA では、oriC 断⽚の露出した末端の⼀本鎖領域が、RecA によってターゲッ
ト環状 DNA の相同配列と D-loop 構造をとる。この産物を RCR にかけ、ターゲット環状
DNA の増幅を導く(Rm-RCR)。 
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図 3.14 oriC断⽚と環状 DNA による RA-RCR。pUC4K と oriC断⽚(oriCamp_1)を⽤いて RA

を⾏い、その産物を 30˚C で 16 時間の RCR にかけた。(a)pUC4Kへの oriC 導⼊のデザイン。
oriC断⽚は、pUC4K 内の配列と相同な 40 bp の配列を末端に持つ。(b)RA-RCR産物のアガ
ロースゲル電気泳動解析。RA産物と同時に、30 pg/µl の pUC4KoriC を RCR にかけた。(-

)RA は、RA を⾏わなかったサンプルを⽰し、(+)RA は、RA を⾏ったサンプルを⽰す。(-

)RCR は、RCR前のサンプルを⽰し、(+)RCR は、RCR後のサンプルを⽰す。  
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図 3.15 Rm-RCR における RecA 依存性。pUC4K と oriC断⽚(oriCamp_2)を⽤いて RA を⾏
い、その産物を 30˚C で 16 時間の RCR にかけた。(-) RecA は、RA に 1 µM の RecA を加え
なかった場合を⽰し、(+)RecA は、RecA を加えた場合を⽰す。アスタリスク(*)は、⾮特異
的な増幅産物を⽰す。 

 

図 3.16 Rm-RCR におけるエキソヌクレアーゼの検討。表記の濃度の pUC4K と oriC 断⽚
(oriC cassette)を⽤いて RA を⾏い、その産物を 30˚C で 16 時間の RCR にかけた。oriC断⽚
は、pUC4K と分⼦数が揃うように加えた。RA には、0.6 mU/µl の T5 exonuclease (T5 Exo、
NEB)、もしくは 80 mU/µl の Exonuclease III (Exo III、NEB)を加えた。 
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3.5 考察 

 

 RA-RCR を⽤いることで、ヒト mtDNA、200 kb を超える⻑鎖プラスミドや⼤腸菌ゲノム
領域及びファージ DNA などの様々な DNA の試験管内クローニングが可能であった。本⼿
法は、DNA 溶液に⽬的以外の DNA が混在していた場合でも、⽬的の DNA を選択的に増
幅することができ(図 3.3、3.8、3.9)、RA による DNA 連結における特異性の⾼さを⽰して
いる。従来の試験管内 DNA 増幅法である PCR では、熱によるアニーリングを⽤いるため、
繰り返し配列の増幅が困難であった(Ordway and Detloff, 1996; Hommelsheim et al., 2014)。ま
た、微⽣物をホストとした DNA クローニング法では、ホストが持つ DNA組換え活性によ
り、繰り返し配列が⽋損する可能性があった(Kang et al., 1995, Feschenko et al., 2003)。⼀⽅
で、RCR では、試験管内で繰り返し配列の増幅ができるだけでなく(図 3.4、3.7、3.8)、⼤
腸菌を⽤いた DNA クローニング法に⽐べて繰り返し配列の⽋損が起こりにくかった(図
3.4)。また、複数の DNA断⽚を同時に連結することで、T7 ファージ DNA や SARS-CoV-2

発現プラスミドといった環状 DNA の試験管内構築が可能であった(図 3.11、3.12)。これま
でに、⼤腸菌による DNA クローニング法を基盤にした遺伝⼦⼯学的⼿法が多く開発され
ていきた。例えば、Bacmid は、昆⾍細胞でタンパク質を産⽣するためのベクターとして使
われるが、⽬的の遺伝⼦を導⼊するために⼤腸菌が使われてきた(Bieniossek et al., 2008)。
RA-RCR による Bacmid の試験管内クローニング(図 3.5)は、繰り返し配列を持つ遺伝⼦や
⼤腸菌に毒性を⽰す遺伝⼦を Bacmid に導⼊する技術に繋がる。また近年では、ファージ
セラピーと呼ばれるファージの宿主特異性を利⽤した療法が注⽬されている(Ando et al., 

2015)。RA-RCR を⽤いることで宿主特異性をデザインしたファージ DNA の試験管内構築
が可能になるだろう。 

 第⼆章では、試験管内 Tn5 トランスポジション反応を⽤いて oriC を環状 DNA に導⼊し、
RCR 増幅する⼿法(Tn-RCR)について述べた。Tn-RCR は、環状 DNA の配列情報を必要と
しないため、配列未知の環状 DNA にも利⽤することが可能であった(表 3.3)。これにより、
環境中の DNA などを増幅し、解析する技術に繋がる。しかしながら、oriC がランダムな
位置に挿⼊されるため、環状 DNA の遺伝⼦を破壊する可能性があった。⼀⽅で、RA-RCR

は、制限酵素や CRISPR-Cas9 システムを⽤いて切断した箇所に oriC を連結し、増幅する
⼿法である。これによって、⽬的の構造を持った環状 DNA を特異的に増幅することが可
能であった。本章ではさらに、環状 DNA を切断せずに oriC を⽬的の配列に挿⼊し、増幅
する⼿法(Rm-RCR)をも開発した結果についても述べた。Rm-RCR では、制限酵素や
CRISPR-Cas9 システムによる処理を必要としないため、既存のベクターなどに oriC を簡便
に導⼊する⼿法として有⽤である。RCR の DNA 増幅法としてのアプリケーションは、今
後、⽣物学の発展に貢献できると期待される。 
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表 3.3 RCR 増幅のための oriC 導⼊法の⽐較 
 Tn-RCR RA-RCR Rm-RCR 
ターゲット DNA の配列情報 不要 必要 必要 
ターゲット DNA の構造 環状 直鎖状 環状 
oriC 導⼊⽅法 ランダム導⼊ 末端連結 相同組換え挿⼊ 
利⽤⽅法 環 境中 DNA

の解析など 
試験管内クローニ
ング、⼈⼯ゲノム
の構築など 

環状 DNA への oriC
の導⼊、試験管内ク
ローニングなど 
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第四章 試験管内染⾊体複製システムと転写翻訳システムの共役 
 

4.1 序論 

 

近年の合成⽣物学では、⽣命システムを再構成することで⼈⼯細胞を創⽣するアプロー
チが広く⾏われている(Kurihara et al., 2011; Mizuuchi and Ichihashi, 2020)。⽣命システムの再
構成は、多くの⽣化学反応をバランスよく統合させることによって達成される。⽣命シス
テムの根幹となるのは、「複製」と「転写翻訳」を統合したセントラルドグマである。さ
らには、ゲノム DNA にコードされた遺伝情報が、「転写翻訳」され、⾃⾝のゲノム DNA

を「複製」するという複製と転写翻訳の共役は、DNA の⾃⼰複製に繋がる。DNA の⾃⼰
複製システムの構築によって、そのメカニズムが明らかになるだけでなく、その過程では、
複製・転写・翻訳の個々の⽣化学反応が共役して働くために必要な新たな要素の発⾒が期
待される。 

モデル⽣物である⼤腸菌では、多くの代謝系が再構成されている。転写翻訳においては、
T7 RNA polymerase による転写反応と⼤腸菌の翻訳システムからなる試験管内タンパク質
合成系(PURE system)が構築されている(Shimizu et al., 2001)。さらに、PURE system と Qβレ
プリカーゼによる RNA 複製反応を組み合わせた、「複製」と「転写翻訳」の共役系が構築
されている(Ichihashi et al., 2013; Mizuuchi and Ichihashi, 2020)。しかし、Qβレプリカーゼに
よる RNA 複製は、その鋳型 RNA にコードできる遺伝情報が僅かであり、多数の遺伝情報
を複製することはできない。また、PURE system と Φ29 ファージの DNA 複製システムに
よる共役系の構築も⾏われている(van Nies et al., 2018)。しかし、Φ29 ファージの DNA 複製
システムは、鋳型 DNA の増幅効率が低いため、遺伝情報の持たない分⼦量の⼩さな DNA

が副産物として増幅してしまい、結果として複製サイクルを繰り返すことが難しいという
問題があった。最近の研究では、Φ29 DNA polymerase による DNA 複製と Cre-loxP 部位特
異的組換えシステムを組み合わせた DNA 増幅反応を⽤いた共役系の構築や(Sakatani et al., 

2018)、PURE system と Φ29 DNA polymerase による DNA 複製反応の共役系を⽤いて、
PURE system を構成するタンパク質を遺伝⼦としてコードする鋳型 DNA の複製とその遺伝
⼦の発現を同時に⾏う研究も報告されている(Libicher et al., 2020)。しかしながら、ゲノム
レベルの⻑⼤な DNA の複製システムを⽤いた共役系の構築は⾏われていなかった。 

⼤腸菌の染⾊体複製システムについては、30 年以上も前にアーサー・コーンバーグらに
よって再構成されていたが、鋳型 DNA が繰り返し複製されるような複製サイクルの再構
成には⾄っていなかった (Kaguni and Kornberg, 1984)。2017 年に、複製の開始・伸⻑・終
結・分離システムの統合によって、複製のサイクルが可能な染⾊体複製反応(RCR)が再構
成された(Su’etsugu et al., 2017)。RCR では、複製開始起点である oriC から両⽅向に進⾏し
た複製フォークが oriC の対極部分で衝突すると、複製産物である⼆分⼦の環状 DNA 分⼦
は分離され、元の鋳型 DNA と同様の構造をとるため、複製が繰り返される。さらに、複
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製フォークの過剰進⾏を防ぐシステム(ter-Tus)を導⼊することで、単量体スーパーコイル
DNA として複製サイクルを繰り返すことが可能になった(Hasebe et al., 2018)。これらのメ
カニズムは、鋳型環状 DNA のみを効率よく増幅することを可能にし、DNA の⾃⼰複製に
繋がる特徴である。さらに、⼤腸菌そのものの染⾊体複製システムを利⽤しているため、
⻑⼤なゲノム DNA の複製ができるだけなく、⼤腸菌という⾒本を参考にしながら様々な
⽣化学反応と統合することが可能である。 

RCR と PURE system の共役系は、⼤腸菌染⾊体の複製メカニズムを基盤とした DNA の⾃
⼰複製システムの構築に繋がる。この共役系の最終⽬標は、RCR に使われる 26 種類すべ
てのタンパク質を遺伝情報としてコードしたゲノムを鋳型 DNA とし、PURE system で発現
した複製タンパク質を⽤いて鋳型 DNA を複製することである(図 4.1)。これまでに、RCR

を構成する全てのタンパク質を PURE system で⽣産することが可能であり、そのタンパク
質が RCR で機能することがわかっている(⻑⾕部, 2019)。また、oriC からの複製開始反応
は、PURE system で発現したタンパク質を⽤いてすでに再構成されている(Fujiwara et al., 

2013)。本章では、まず、T7 ファージ の転写システムを⽤いた RCR と PURE system の共役
系の構築を検討した。その結果、同⼀鋳型 DNA 上で複製と転写が⾏われる条件では、鋳
型 DNA の複製阻害が⾒られた。この原因として、進⾏中の複製フォークと転写装置が衝
突している可能性が考えられたことから、次に、⼤腸菌内で働く複製と転写の衝突を回避
する機構の導⼊を検討した。そのためにまず、⼤腸菌 RNA polymerase (E. coli RNAP)を⽤
いた RCR と PURE system の共役系の構築を⾏ったところ、鋳型 DNA の増幅が⾒られた。
さらに、複製と転写の衝突を回避するいくつかの機構を導⼊したところ、鋳型 DNA の増
幅が促進された。これにより、RCR と PURE system の共役には、複製と転写の衝突を回避
する機構が重要であることが明らかになった。 

 

 

図 4.1 RCR と PURE system の共役による DNA の⾃⼰複製。RCR に必要なタンパク質を遺
伝⼦としてコードし、また oriC を持つ環状 DNA を鋳型として、PURE system によって遺
伝⼦を発現する。その後、発現したタンパク質によって、鋳型 DNA の複製が導かれるこ
とで、DNA の⾃⼰複製は達成される。 
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4.2 ⽅法 

 

4.2.1 環状 DNA の構築 

 

pOriT7AG、pOriT7G、pOris70AG、pOris70G、pOris70AGp3、pOris70Gp3、pOris70AGter

及び pOris70Gter を構築するために表 4.2 に⽰す DNA断⽚を調製した。 

dnaA断⽚は、MG1655 を鋳型としプライマーSUE5828 と HT100 を⽤いて PCR 法により調
製した。また、sfGFP (ORF)断⽚は、PRM-GFP を鋳型としプライマーSUE5364 と SUE5365

を⽤いて PCR 法により調製した。PRM-GFP (Huan et al., 2012)は、Maharbiz, M.より分与し
ていただいた。 (Addgene plasmid # 40127)。dnaA-sfGFP断⽚の調製のために、まず、sfGFP 

(ORF)断⽚を鋳型 DNA としプライマーHT101 と SUE5365 を⽤いた PCR 法により、sfGFP 

(dnaA)断⽚を調製した。次に、プライマーSUE5828 と SUE5365 を⽤いた overlap PCR 法に
より、sfGFP (dnaA)断⽚と dnaA断⽚を連結し、dnaA-sfGFP断⽚を調製した。 

dnaA の上流に T7 プロモーターを付与するための T7 promoter (dnaA)断⽚は、pET-His-Tnp 

(Picelli et al., 2014)を鋳型 DNA としプライマーSUE5507 と SUE5829 を⽤いた PCR 法により
調製した。pTXB1-Tn5 は、Sandberg, R.より分与していただいた(Addgene plasmid # 60240)。 

sfGFP 遺伝⼦の上流に T7 プロモーターを付与するための T7 promoter (sfGFP)断⽚は、
pET-His-Tnp を鋳型 DNA としプライマーSUE5360 と SUE5361 を⽤いた PCR 法により調製
した。 

dnaA の上流に s70コンセンサスプロモーターを付与するための s70 promoter (dnaA)断⽚の
調製のために、まず、s70 promoter spacer 断⽚と pre s70 promoter (dnaA)を調製した。s70 

promoter spacer断⽚は、pET-His-Tnp を鋳型 DNA としプライマーSUE5507 と SUE6375 を⽤
いた PCR 法により調製した。また、pre s70 promoter (dnaA)は、プライマーSUE5750 と
SUE5365 を⽤いた primer extension 法により調製した。次に、プライマーSUE5507 と
SUE5829 を⽤いた overlap PCR 法により、s70 promoter spacer断⽚と pre s70 promoter (dnaA)

を連結し、s70 promoter (dnaA)断⽚を調製した。 

sfGFP 遺伝⼦の上流に s70 コンセンサスプロモーターを付与するための s70 promoter 

(sfGFP)断⽚は、プライマーSUE5507 と SUE6251 を⽤いた overlap PCR 法により、s70 

promoter spacer断⽚と pre s70 promoter (dnaA)を連結し調製した。 

pOriT7AG の構築に⽤いた T7-dnaA-sfGFP 断⽚の調製のために、まず、pET-His-Tnp を鋳
型 DNA としプライマーSUE5366 と SUE5367 を⽤いた PCR 法により、T7 terminator断⽚を
調製した。次に、プライマーSUE5507 と SUE5367 を⽤いた overlap PCR 法により、T7 

promoter (sfGFP)断⽚、sfGFP (ORF)断⽚及び T7 terminator断⽚を連結し、T7-dnaA-sfGFP断
⽚を調製した。 

pOriT7G の構築に⽤いた T7-sfGFP 断⽚は、プライマーSUE5507 と SUE5367 を⽤いた
overlap PCR 法により、T7 promoter (dnaA)断⽚、dnaA-sfGFP断⽚及び T7 terminator断⽚を
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連結し調製した。 

pOris70AG の構築に⽤いた s70-dnaA-sfGFP_1断⽚は、プライマーSUE5507 と SUE5367 を
⽤いた overlap PCR 法により、s70 promoter (dnaA)断⽚、dnaA-sfGFP断⽚及び T7 terminator

断⽚を連結し調製した。 

pOris70G の構築に⽤いた s70-sfGFP_1断⽚は、プライマーSUE5507 と SUE5367 を⽤いた
overlap PCR 法により、s70 promoter (sfGFP)断⽚、sfGFP (ORF)断⽚及び T7 terminator断⽚
を連結し調製した。 

pOris70AGp3 の構築に⽤いた s70-dnaA-sfGFP_2 断⽚は、プライマーSUE5507 と SUE8075

を⽤いた overlap PCR 法により、s70 promoter (dnaA)断⽚、dnaA-sfGFP 断⽚及び T7 

terminator断⽚を連結し調製した。 

pOris70Gp3 の構築に⽤いた s70-sfGFP_2断⽚は、プライマーSUE5507 と SUE8075 を⽤い
た overlap PCR 法により、s70 promoter (sfGFP)断⽚、sfGFP (ORF)断⽚及び T7 terminator断
⽚を連結し調製した。 

pOris70AGter の構築に⽤いた s70-dnaA-sfGFP_3 断⽚の調製のために、まず、プライマー
SUE5366 と SUE5368 を⽤いた primer extension 法により、pre T1 terminator断⽚を調製した。
次に、プライマーSUE5750 と SUE5368 を⽤いた overlap PCR 法により、pre s70 promoter 

(dnaA)断⽚、dnaA-sfGFP断⽚及び pre T1 terminator断⽚を連結し、pre s70-dnaA-sfGFP_3 を
調製した。最後に、プライマーSUE5507 と SUE8641 を⽤いた overlap PCR 法により、s70 

promoter spacer断⽚と pre s70-dnaA-sfGFP-3 を連結し、s70-dnaA-sfGFP_3断⽚を調製した。 

pOris70Gp3 の構築に⽤いた s70-sfGFP_3断⽚の調製のために、まず、プライマーSUE5750

と SUE6251 を⽤いた primer extension 法により、pre s70 promoter (sfGFP)断⽚を調製した。
次に、プライマーSUE5750 と SUE5368 を⽤いた overlap PCR 法により、pre s70 promoter 

(sfGFP)断⽚、sfGFP (ORF)断⽚及び pre T1 terminator断⽚を連結し、pre s70-sfGFP_3断⽚を
調製した。最後に、プライマーSUE5507 と SUE8641 を⽤いた overlap PCR 法により、s70 

promoter spacer断⽚と pre s70-sfGFP-3 を連結し、s70-sfGFP_3断⽚を調製した。 

pOriT7AG を構築するために、まず、oriC (lacZ)断⽚と lacZ (ORF)断⽚を調製した。oriC 

(lacZ)断⽚は、oriC cassette (図 3.2)を鋳型 DNA としプライマーSUE5504 と SUE5505 を⽤い
た PCR 法により調製した。また、lacZ (ORF)断⽚は、lacZ fragment (Su’etsugu et al., 2017)を
鋳型 DNA としプライマーSUE5506 と SUE5358 を⽤いた PCR 法により調製した。次に、
RA-RCR 法 (第三章)により、oriC (lacZ)断⽚、lacZ (ORF)断⽚及び T7-dnaA-sfGFP断⽚と連
結し、pOris70AG を構築した。 

pOriT7G は、RA-RCR 法により、oriC (lacZ)断⽚、lacZ (ORF)断⽚及び T7-sfGFP断⽚と連
結し、pOris70AG を構築した。 

pOris70AG は、RA-RCR 法により、oriC (lacZ)断⽚、lacZ (ORF)断⽚及び s70-dnaA-sfGFP-1

断⽚と連結し、pOris70AG を構築した。 

pOris70G は、RA-RCR 法により、oriC (lacZ)断⽚、lacZ (ORF)断⽚及び s70-sfGFP-1断⽚を
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連結し構築した。 

pOris70AGp3 を構築するために、まず、oriC (bla-lacI)断⽚と bla-lacI 断⽚を調製した。
oriC (bla-lacI)断⽚は、oriC cassette を鋳型 DNA としプライマーSUE9054 と SUE5505 を⽤い
た PCR 法により調製した。また、bla-lacI断⽚は、pET-polIII* (Su’etsugu et al., 2017)を鋳型
DNA としプライマーSUE9055 と SUE1786 を⽤いた PCR 法により調製した。次に、RA-

RCR 法により、oriC (bla-lacI)断⽚、bla-lacI 断⽚及び s70-dnaA-sfGFP-2 断⽚を連結し、
pOris70AGp3 を構築した。 

pOris70Gp3 は、RA-RCR 法により、oriC (bla-lacI)断⽚、bla-lacI断⽚及び s70-sfGFP-2断⽚
を連結し構築した。 

pOris70AGter を構築するために、まず、pET-His-Tnp を鋳型 DNA としプライマーSUE8642

と SUE5367 を⽤いた PCR 法により、T1 terminator spacer断⽚を調製した。次に、プライマ
ーSUE8642 と SUE5506 を⽤いた overlap PCR 法により、T1 terminator spacer 断⽚と lacZ 

(ORF)断⽚を連結し、lacZ-T1 断⽚を調製した。最後に、RA-RCR 法により、oriC (lacZ)断
⽚、lacZ-T1断⽚及び s70-dnaA-sfGFP-3断⽚を連結し、pOris70AGter を構築した。 

pOris70Gter は、RA-RCR 法により、oriC (lacZ)断⽚、lacZ-T1断⽚及び s70-sfGFP-3断⽚を
連結し構築した。 

pEToriT7polIII*を構築するために、まず、oriC (PsiI)断⽚、PsiI-clamp loader断⽚及び Core-

PsiI断⽚を調製した。oriC (PsiI)断⽚は、oriC cassette を鋳型 DNA としプライマーSUE1881

と SUE1882 を⽤いた PCR 法により調製した。PsiI-clamp loader断⽚は、pET-polIII*を鋳型
DNA としプライマーSUE1786 と SUE7094 を⽤いた PCR 法により調製した。Core-PsiI断⽚
は、pET-polIII*を鋳型 DNA としプライマーSUE7095 と SUE1785 を⽤いた PCR 法により調
製した。次に、RA-RCR 法により、oriC (PsiI)断⽚、PsiI-clamp loader断⽚及び Core -PsiI断
⽚を連結し、pEToriT7polIII*を構築した。 

pEToris70polIII*を構築するために、まず、PsiI-s70 promoter 断⽚、s70 promoter-clamp 

loader 断⽚、Core-T1 terminator 断⽚及び T1 terminator-PsiI 断⽚を構築した。PsiI-s70 

promoter断⽚は、PsiI-clamp loader断⽚を鋳型 DNA としプライマーSUE1786 と SUE6375 を
⽤いた PCR 法により調製した。s70 promoter-clamp loader断⽚は、PsiI-clamp loader断⽚を
鋳型 DNA としプライマーSUE5750 と SUE7094 を⽤いた PCR 法により調製した。Core-T1 

terminator 断⽚は、pET-polIII*を鋳型 DNA としプライマーSUE7095 と SUE7484 を⽤いた
PCR 法により調製した。T1 terminator-PsiI断⽚は、pET-polIII*を鋳型 DNA としプライマー
SUE5369 と SUE1785 を⽤いた PCR 法により調製した。次に、RA-RCR 法により、oriC 

(PsiI)断⽚、PsiI-s70 promoter断⽚、s70 promoter-clamp loader断⽚、Core-T1 terminator断⽚
及び T1 terminator-PsiI断⽚を連結し、pEToris70polIII*を構築した。 

pRpoABCDZ (βH1244Q)を構築するために、まず、H1244Q-1断⽚と H1244Q-2断⽚を調製
した。H1244Q-1断⽚は、pRpoABCDZ (Nara and Su’etsugu, 2021)を鋳型 DNA としプライマ
ーSUE7804 と SUE7995 を⽤いた PCR 法により調製した。また、H1244Q-2 断⽚は、
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pRpoABCDZ を鋳型 DNA としプライマーSUE7807 と SUE7996 を⽤いた PCR 法により調製
した。次に、H1244Q-1断⽚と H1244Q-2断⽚を⽤いた iVEC 法(Nozaki and Niki, 2019)によ
り、pRpoABCDZ (βH1244Q)を構築した。 

RA-RCR 法により構築した環状 DNA は、RCR反応液に 5倍量の PB buffer (QIAGEN)を加
え、スピンカラム (QIAGEN)にアプライ後、1 分間室温で遠⼼(13,000 rpm)しカラムに吸着
させた。その後、0.75 mL の PE buffer (QIAGEN)でカラムを洗浄後、50 µl の EB buffer 

(QIAGEN)により溶出し、精製した。 iVEC 法により構築したプラスミドは、QIAprep 

Miniprep Kit (QIAGEN)を⽤いて精製した。rpoB 遺伝⼦の変異は、サンガーシークエンス法
により確認した。 

環状 DNA の構築で⽤いたプライマーのリストを表 4.3 に⽰した。 

 

4.2.2 本章で使⽤したタンパク質 

 

 E. coli RNAP は、E. coli RNA polymerase, Holoenzyme (NEB)を⽤いた。0.6 µM の GreAB は、
GreA と GreB をそれぞれ 0.3 µM含む。GreA、GreB、UvrD及び Rep は、当研究室で精製し
たタンパク質を⽤いた。 

 

4.2.3 PURE system を⽤いた DnaA の⽣産 

 

 5 µl のタンパク質合成反応液を、0.375 µl の solution B (PURExpress, NEB)、1 µl の 5×T 

buffer (250 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 40 mM DTT, 750 mM potassium glutamate, 100 mM 

creatine phosphate, 10 mM ATP, 10 mM GTP, 5 mM CTP, 5 mM UTP, 7.5 mg/ml E.coli tRNA, 2 

mM spermidine, 0.05 mg/ml folmyl donor, 0.5 mM NAD, 60 mM magnesium acetate)、0.1 mM 

Amino Acid Mixture (Promega), 0.8 mU/µl RNase Inhibitor, Murine (NEB) 、 3% (w/v) 

Dextran200,000 (Fujifilm)及び 0.1 µl の FluoroTectTM Green Lys (Promega)を混合し調製した。
鋳型 DNA として、s70-dnaA-sfGFP_1、もしくは、T7-dnaA-sfGFP を⽤いた。鋳型 DNA を
加えた後、30˚C で 6 時間反応した。反応後、5 µl のサンプルバッファー (25 mM Tris-HCl, 

pH 6.8, 5% glycerol, 2% sodium dodecyl sulfate, 20 mM EDTA, 1% 2-mercaptethanol, 0.05% 

bromophenol blue)を加え、65˚C で 2 分間温めた。半量を、10% SDS-PAGE を⽤いて電気泳
動した。FluoroTectTM Green Lys による蛍光を、Typhoon FLA 9500 (GE healthcare)を⽤いて
撮影した後、ゲルを CBB染⾊液で染⾊し、スキャナーGT-X970 (EPSON)を⽤いて撮影した。 

 

4.2.4 PURE system と RCR の共役系 

 

 PUREEcR-RCR 反応液(5 µl)を、0.5 µl の 10×RE mix (Su’etsugu et al., 2017)、0.375 µl の
solution B、1 µl の 5×T buffer、0.4 mM の dNTP、0.1 mM の Amino Acid Mixture、0.8 mU/µl
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の RNase Inhibitor, Murine及び 3%(w/v)の Dextran200,000 を混合し調製した。10×RE mix は、
RCR に必要な酵素類を含み、必要に応じて、DnaA、もしくは DNA polymerase III を含まな
い溶液を⽤いた。鋳型 DNA を加えた後、30˚C で記述の時間反応させた。エマルジョンを
⽤いる場合、PUREEcR-RCR反応液を 2% ABIL® EM90 と 0.05% Triton X-100 を含む 25 µl の
ミネラルオイルに添加し、1 分間ボルテックスした。反応後、1 µl の PUREEcR-RCR反応液
を分取し、4 µl のストップバッファー(25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 0.1% sodium 

dodecyl sulfate, 0.05 mg/ml proteinase K, 5% glycerol, 0.1% bromophenol blue)に加え、アガロー
スゲル電気泳動⽤サンプルとした。必要に応じて、1 µl の PUREEcR-RCR を、100 ng/µl の
RNaseA を含む RCR バッファーで 1/4希釈し、30˚C で 30 分間の反応により、RNase処理を
⾏った後に、1 µl の 5 倍濃度のストップバッファーを加え、アガロースゲル電気泳動⽤サ
ンプルとした。エマルジョンを⽤いた場合は、遠⼼操作により反応液を沈殿させ、上清の
オイル画分を除いた。その後、クロロフォルム抽出を⾏い、1 µl の⽔層を 4 µl のストップ
バッファーに加え、アガロースゲル電気泳動⽤サンプルとした。アガロースゲル電気泳動
は、0.5%のアガロースゲルを⽤いた。染⾊液は、SYBR Green I を⽤いた。ゲル写真は、
Typhoon FLA 9500 を⽤いて撮影した。エマルジョンの染⾊に使う染⾊⽤ミネラルオイルの
調製のために、Bobo-3 iodide溶液を 2% ABIL® EM90 と 0.05% Triton X-100 を含むミネラル
オイルに 1/10量で加え、1 分間ボルテックス後、23˚C で 1 時間静置した。その後、遠⼼操
作を⾏い上清のオイル画分を染⾊⽤ミネラルオイルとした。エマルジョン反応液は、
Bobo-3 iodide を含む染⾊⽤ミネラルオイル 1:2 の割合で混ぜ、室温で⼀晩染⾊した(Ueno et 

al, 2021)。エマルジョンの顕微鏡写真は、BZ-X710 (KEYENCE) を⽤いて撮影した。 

 

4.2.5 PUREEcR-RCR産物の qPCR定量 

 

 PUREEcR-RCR反応液を、1 mM EDTA, pH 8.0 で 1/20希釈し、1 µl を 20 µl の qPCR反応液
(SYBR Premix Ex Taq II (TIi RNaseH Plus), Takara)に加えた。スタンダードには、pOris70AG

を⽤いた。qPCR ⽤のプライマーには、SUE550 (5’-CACTGCCCTGTGGATAACAA-3’)と
SUE551 (5’-CCTCATTCTGATCCCAGCTT-3’)を⽤いた。DNA の蛍光は、Thermal Cycler Dice 

Real Time System (Takara)を⽤いて測定した。 
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表 4.1 pOriT7AG 、 pOriT7G 、 pOris70AG 、 pOris70G 、 pOris70AGp3 、 pOris70Gp3 、
pOris70AGter、pOris70Gter の構築に⽤いた DNA断⽚のリスト 
Name Primer 1 Primer 2 method Template DNA 
oriC (lacZ) SUE5504 SUE5505 PCR oriC cassette 
oriC (bla-lacI) SUE9054 SUE5505 PCR oriC cassette  
lacZ (ORF) SUE5358 SUE5506 PCR lacZ fragment 
bla-lacI SUE9055 SUE1786 PCR pET-polIII* 
lacZ-T1 SUE8642 SUE5506 overlap PCR T1 terminator spacer 
    lacZ (ORF) 
dnaA SUE5828 HT100 PCR MG1655 
sfGFP (ORF) SUE5364 SUE5365 Primer extension  
sfGFP (dnaA) HT101 SUE5365 PCR sfGFP (ORF) 
dnaA-sfGFP SUE5828 SUE5365 overlap PCR dnaA 
    sfGFP (dnaA) 
T7 promoter 
(dnaA) 

SUE5507 SUE5829 PCR pET-His-Tnp 

T7 promoter 
(sfGFP) 

SUE5360 SUE5361  pET-His-Tnp 

pre s70 promoter 
(dnaA) 

SUE5750 SUE5829 Primer extension  

pre S70 promoter 
(sfGFP) 

SUE5750 SUE6251 Primer extension  

s70 promoter 
spacer 

SUE5507 SUE6375 PCR pET-His-Tnp 

s70 promoter 
(dnaA) 

SUE5507 SUE5829 overlap PCR s70 promoter spacer 
   pre s70 promoter (dnaA) 

s70 promoter 
(sfGFP) 

SUE5507 SUE6251 overlap PCR s70 promoter spacer 
   pre S70 promoter (dnaA) 

T7 terminator SUE5366 SUE5367 PCR pET-His-Tnp 
pre T1 terminator SUE5366 SUE5368 PCR Primer extension 
T1 terminator 
spacer 

SUE8642 SUE5367 PCR pET-His-Tnp 

T7-dnaA-sfGFP SUE5507 SUE5367 overlap PCR T7 promoter (dnaA) 
    dnaA-sfGFP 
    T7 terminator 
T7-sfGFP SUE5507 SUE5367 overlap PCR T7 promoter (GFP) 
    sfGFP (ORF) 
    T7 terminator 
s70-dnaA-
sfGFP_1 

SUE5507 SUE5367 overlap PCR s70 promoter (dnaA) 
   dnaA-sfGFP 
   T7 terminator 

s70-sfGFP_1 SUE5507 SUE5367 overlap PCR s70 promoter (sfGFP) 
    sfGFP (ORF) 
    T7 terminator 
s70-dnaA-
sfGFP_2 

SUE5507 SUE8075 overlap PCR s70 promoter (dnaA) 
   dnaA-sfGFP 
   T7 terminator  

s70-sfGFP_2 SUE5507 SUE8075 overlap PCR s70 promoter (sfGFP) 
    sfGFP (ORF) 
    T7 terminator 
pre s70-dnaA-
sfGFP 

SUE5750 SUE5368 overlap PCR s70 promoter (dnaA) 
   dnaA-sfGFP 
   pre T1 terminator 
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s70-dnaA-
sfGFP_3 

SUE5507 SUE8641 overlap PCR s70 promoter spacer 
   pre s70-dnaA-sfGFP 

pre s70-sfGFP SUE5750 SUE5368 overlap PCR pre S70 promoter (sfGFP) 
    sfGFP (ORF) 
    pre T1 terminator 
s70-sfGFP_3 SUE5507 SUE8641 overlap PCR s70 promoter spacer 
    pre s70-sfGFP 
 

表 4.2 環状 DNA 構築に⽤いたプライマーのリスト 
Name Sequence 
HT100 tcatattttttttcctccttaggtttacgatgacaatgttctgattaaatttgaaaaatcttctttg 
HT101 aacattgtcatcgtaaacctaaggaggaaaaaaaatatgagcaaaggaga 
SUE1785 taaatcaaaagaatagaccgagatagg 
SUE1786 taagggattttgccgatttcg 
SUE1881 aacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataacttcgtataatgtatgctatacgaagttatctgctctgatg

ccgcatag 
SUE1882 cattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttagtcggggctggcttaacag 
SUE5358 ttatttttgacaccagaccaactggtaatg 
SUE5360 caatagaacagatctctaaataaatagatcttctttttaatactttagttacaacatactgccgcaaggaatggtgcatg 
SUE5361 accatctaattcaacaagaattgggacaactccagtgaaaagttcttctcctttgctcatggtatatctccttcttaaagtt

aaacaaaattatttctagagg 
SUE5364 atgagcaaaggagaagaacttttcactg 
SUE5365 ttatttgtagagctcatccatgccatgtg 
SUE5366 cttcttgagtttgtaactgctgctgggattacacatggcatggatgagctctacaaataaatggactcgtctactagcgc

agc 
SUE5367 gcggaattccagctgagcgccggtcgctaccattaccagttggtctggtgtcaaaaataatggggtcgaggtgccgt

aaag 
SUE5368 aacgaaaggcccagtctttcgactgagcctttcgttttatttattgctcagcggtggcagcagcctaggttaattaagct

gcgctagtagacgagtccat 
SUE5369 ataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgttttatctgaaaggaggaactatatccggattgg 
SUE5504 agggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaatccgtaatcatggtcatagtatgttgtaactaaaga

tctactgtggataactctg 
SUE5505 aggccccgtggccgggggactgttgggcgccatctccttgcatgcaccattccttgcggcagtatgttgtaactaaa

gtattaaaaagaagatctatttatttag 
SUE5506 atgaccatgattacggattcactgg 
SUE5507 gccgcaaggaatggtgcatg 
SUE5750 ggaaaattttttttcaaaagtaattgacatccctatcagtgatagatataatatgcgcatcctctagaaataattttgtttaa

cttaagaaggagatat 
SUE5828 atgtctaaaataaaatcactttcgctttggcagcag 
SUE5829 gacactgctgccaaagcgaaagtgattttattttagacatggtatatctccttcttaaagttaaacaaaattatttctagag

g 
 

SUE6251 ttgggacaactccagtgaaaagttcttctcctttgctcatggtatatctccttcttaaagttaaacaaaattatttctagagg 
SUE6375 actgatagggatgtcaattacttttgaaaaaaaattttcctcgatcctctacgccggac 
SUE7094 gtgcggcctaggttatttaaatcctg 
SUE7095 tgattaattaacctcaggatttaaataacctaggccgcacaagaaggagatatacatatgagcactgcaattac 
SUE7484 aacgaaaggcccagtctttcgactgagcctttcgttttatttattgctcagcggtggcagc 
SUE7804 gacgacaagatgcaagcgcgttccaccggttcttacagcctggttactcagcag 
SUE7807 atggagcaaaacccgcagtc 
SUE7995 gacgacaagatgcaagcgcgttccaccggttcttacagcctggttactcagcag 
SUE7996 accggtggaacgcgcttgcatcttgtcgtcgaccaggtggttcagtttcagc 
SUE8075 tggggtcgaggtgccgtaaag 
SUE8641 gatatagttcctcctttcagataaaacgaaaggcccagtctttcgactgagcctttcgttttatttattgctcagcggtggc
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agc 
SUE8642 gactgggcctttcgttttatctgaaaggaggaactatatccggattgg 
SUE9054 aaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttaagtatgttgtaactaaagatct

actgtggataactctg 
SUE9055 ctctaaatcgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccagacaccatcgaatggcgc

aaaac 
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4.3 結果 

 
4.3.1 T7 RNA polymerase を⽤いた RCR と PURE system の共役 

 

RCR と PURE system の共役系(PURE-RCR)において鋳型となる oriC を持つ環状 DNA (oriC

環状 DNA)は、RCR を構成するタンパク質を遺伝⼦としてコードする。この鋳型 DNA を、
PURE system、鋳型 DNA に遺伝⼦としてコードされたタンパク質を除く RCR酵素 mixture

及びアミノ酸やヌクレオチド などの基質を含む反応液で、30˚C の等温反応を⾏うことで、
PURE system によるタンパク質の⽣産に依存した鋳型 DNA の増幅が期待される (図 4.2)。
ここでは、PURE system として、T7 RNA polymerase (T7 RNAP)が内在する PURExpress 

(NEB)を⽤いた。 

鋳型 DNA として、T7 プロモーターから転写される dnaA 遺伝⼦を持つ oriC 環状 DNA 

(pOris70AG)を構築した。DnaA は、複製の開始を制御し、鋳型 DNA の増幅を主として導
く因⼦である。DnaA を除く RCR 酵素 mixture を⽤いて DnaA ⽣産に依存した鋳型環状
DNA の増幅を検討した結果、⽬的のスーパーコイル DNA の増幅は⾒られなかった(図 4.3)。
⼀⽅で、T7 プロモーターを持たない oriC 環状 DNA (pOris70G)を鋳型として、dnaA 遺伝⼦
を持つ直鎖状 DNA(T7-dnaA-sfGFP断⽚)を同時に加えた場合、⽬的のスーパーコイル DNA

の増幅が⾒られた。このことから、複製と転写の鋳型 DNA が別分⼦だった場合は、鋳型
DNA の複製が可能であり、同⼀鋳型 DNA 上で複製と転写が⾏われる場合は、鋳型 DNA

の複製が阻害されることが⽰された。また、精製された DnaA タンパク質を反応系に加え、
T7 プロモーターのみを持つ oriC 環状 DNA (pOriT7G: dnaA 遺伝⼦を持たない)を複製の鋳型
DNA として⽤いた場合では、Tus タンパク質に依存的に⽬的のスーパーコイル DNA の増
幅が阻害された。Tusタンパク質は、鋳型 DNA の oriC の両側にある ter 配列に結合する。
その結果、複製フォークの過剰進⾏によるコンカテマーDNA の増幅を抑制し、単量体スー
パーコイル DNA のみの増幅を可能にする(Hasebe et al., 2018)。⼀⽅で、Tus タンパク質を
加えなかった場合は、コンカテマーDNA、及び単量体スーパーコイル DNA の増幅が起こ
る。このことから、Tus タンパク質によるコンカテマーDNA の増幅抑制作⽤によって、T7

プロモーターを持つ鋳型 DNA の増幅が阻害された可能性が考えられた。このメカニズム
として、Tus タンパク質を加えなかった場合は、複製の鋳型にならないコンカテマーDNA

が転写の鋳型として働き、その結果、複製と転写の鋳型 DNA が別分⼦となったことで、
⽬的のスーパーコイル DNA の増幅が可能であり、⼀⽅、Tusタンパク質を加えた場合は、
スーパーコイル DNA が複製と転写の両⽅の鋳型となり、その結果、同⼀鋳型 DNA 上で複
製と転写が⾏われたため、増幅が阻害されたと考えられた。また、DnaA は精製タンパク
質として加えているため、その量が不⾜している可能性は考えられず、T7 RNAP による転
写が複製を阻害していると推測される。その原因として、複製と転写が衝突している可能
性を考えた。 
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図 4.2 PUREEcR-RCR のモデル図。RCR の構成タンパク質である dnaA を遺伝⼦としてコー
ドし、また oriC を持つ環状 DNA を鋳型として、E. coli RNAP による転写反応とその後の
翻訳反応により DnaA が⽣産する。反応液には DnaA が含まれないため、DnaA の⽣産に依
存して RCR が⾏われる。 
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図 4.3 T7 RNA polymerase を⽤いた RCR と PURE system の共役系。表記の濃度の pOriT7AG、
28 pM の pOris70G、または 28 pM の pOririT7G を鋳型 oriC 環状 DNA とし、15 mU/µl の E. 

coli RNAP を⽤いて 30˚C で 6 時間の PURE-RCR を⾏った。 pOriT7AG は、T7 プロモータ
ーから転写される dnaA 遺伝⼦と sfGFP 遺伝⼦を持つ。pOris70G は、T7 プロモーターを持
たない。pOriT7G は、 T7 プロモーターを持つが dnaA 遺伝⼦を持たない。pOris70G と
pOriT7G を鋳型として⽤いた場合は、それぞれ 28 pM の T7-dnaA-sfGFP断⽚と 200 nM の
DnaA を加えた。 T7-dnaA-sfGFP断⽚は、T7 プロモーターからの転写される dnaA 遺伝⼦と
sfGFP 遺伝⼦を持つ直鎖状 DNA である。SC marker は、スーパーコイル DNA のサイズマ
ーカーである。 
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4.3.2 ⼤腸菌 RNA polymerase を⽤いた RCR と PURE system の共役系の構築 

 

T7 プロモーターを⽤いた RCR と PURE system の共役では、複製と転写の衝突によって鋳
型 DNA の増幅が阻害されている可能性が考えられた。これまでに⼤腸菌においても、複
製と転写の衝突が染⾊体の損傷に関わることが知られている(Merrikh et al., 2012)。⼀⽅で
その衝突を回避する機構も明らかになっている(Dutta et al., 2011; Tehranchi et al., 2010; 

Pomerantz and O'Donnell, 2010; Brüning and Marians, 2021; Boubakri et al., 2006)。そこでこれ
らの機構を導⼊するために、⼤腸菌 RNA polymerase (E. coli RNAP)を⽤いた PURE system

と RCR の共役系(PUREEcR-RCR)の構築を検討した。 

PUREEcR-RCR を構築するために、まず、E. coli RNAP を⽤いた PURE system による DnaA

の⽣産を検討した(図 4.4)。鋳型 DNA として、⼤腸菌シグマ 70 (s70)プロモーターのコンセ
ンサス配列から転写される dnaA 遺伝⼦を持つ直鎖状 DNA(s70-dnaA-sfGFP 断⽚)を⽤いた。
検討の結果、E. coli RNAP に依存した DnaA の⽣産が確認できた。しかしながら、T7 

RNAP を⽤いた場合と⽐較すると DnaA ⽣産量は僅かであったことから、その向上のため
にまず、転写促進因⼦である GreAB を検討した。GreAB は、E. coli RNAP のバックトラッ
キング状態を解消させ、転写を促進することが知られている(Laptenko et al., 2003)。GreAB

を加えた結果、DnaA ⽣産量の向上が⾒られた。この結果は、先⾏研究を再現するもので
あった(de Maddalena et al., 2016)。 

次に、s70-dnaA-sfGFP 断⽚と oriC 断⽚を⽤いて s70 コンセンサスプロモーターから転写
される dnaA 遺伝⼦を持つ oriC 環状 DNA (pOris70AG)を構築し、これを鋳型 DNA として、
PUREEcR-RCR における DnaA ⽣産に依存した鋳型 DNA の増幅を検討した(図 4.5)。その結
果、E. coli RNAP、及び GreAB に依存的な⽬的の単量体スーパーコイル DNA の増幅が⾒
られた。またこの時、バッファーに含まれるデキストラン濃度を検討したところ、3%以上
のデキストランに鋳型 DNA の増幅が依存していることが⽰された。これまでに、PURE 

system などの試験管内転写翻訳系では、クラウディング効果によってタンパク質⽣産が促
進されることが報告されている(Li et al., 2014; Vibhute et al., 2020)。このことから、グルコ
ースのポリマーであるデキストランがクラウディング分⼦として働き、DnaA ⽣産量が向
上した可能性が考えられた。⼀⽅で RCR については、ポリエチレングリコール(PEG)など
のポリマーが鋳型 DNA の増幅を阻害することが知られていた(⾼橋, 2016)。そこで、デキ
ストランが RCR における鋳型 DNA の増幅に与える影響を調べた(図 4.6)。ここでは、s70

コンセンサスプロモーターから転写される sfGFP 遺伝⼦を持つ oriC 環状 DNA (pOris70G)

を鋳型 DNA とし、DnaA は精製タンパク質として加えた。その結果、3%以上のデキスト
ランを加えた場合に、⽬的のスーパーコイル DNA の増幅が阻害された。またこの時、E. 

coli RNAP を反応液に加えたところ、5%のデキストランを⽤いた場合に、鋳型 DNA の増
幅が⾒られなかった。このことから、⾼濃度のデキストランを加えた条件では、E. coli 

RNAP による転写が複製を阻害する可能性が⽰唆された。⼀⽅で、E. coli RNAP と GreAB
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を同時に反応液に加えた場合、⾼濃度のデキストラン条件でも鋳型 DNA の増幅が⾒られ
たことから、GreAB による転写促進作⽤が転写よる増幅阻害を解消する可能性が⽰唆され
た。さらに、E. coli RNAP と GreAB を加えた条件をデキストランのみの条件と⽐較すると、
鋳型 DNA の増幅量が増加した。このことから、クラウディング条件での RCR では、転写
によって鋳型 DNA の複製が促進される可能性が考えられた。これまでに、ポリビニルア
ルコール(PVA)を⽤いた⼤腸菌の DNA 複製再構成系では、RNA polymerase が必要であるこ
とが報告されていた(Kaguni and Kornberg, 1984)。また、oriC近傍の転写が oriC にトポロジ
カルな影響を与え、複製開始を促進することも知られていることから(Baker and Kornberg, 

1988)、s70 コンセンサスプロモーターからの転写が複製開始を促進したと考えられた。以
上のことから、DnaA ⽣産に依存した PUREEcR-RCR では、デキストランによって複製阻害
が起こるが、転写によってその阻害は打ち消され、さらにはクラウディング効果による
DnaA ⽣産量の向上が結果的に鋳型 DNA の増幅を可能にしたと考えられる。 

DnaA を遺伝⼦として供給する PUREEcR-RCR における転写反応及び翻訳反応の依存性を
確認するために、転写阻害剤であるリファンピシン、または翻訳阻害剤であるピューロマ
シンを PUREEcR-RCR に加えたところ、⽬的のスーパーコイル DNA の増幅が⾒られなかっ
た(図 4.7)。これらの結果から、PUREEcR-RCR における鋳型 DNA の増幅は、E. coli RNAP

による転写と、翻訳によるタンパク質合成に依存することが⽰された。 
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図 4.4 s70 プロモーターのコンセンサス配列と PURE system による dnaA (53 kDa)の発現。 

Ps70 は、s70 コンセンサスプロモーターを含むプロモーター領域である。⼤⽂字は、s70 プ
ロモーターのコンセンサス配列を⽰す。表記の濃度の⼤腸菌 RNA polymerase (E. coli 

RNAP)を含むタンパク質合成反応液に、0.9 nM の s70-dnaA-sfGFP 断⽚、もしくは T7-

dnaA-sfGFP 断⽚を加えて、タンパク質合成反応を⾏った。No DNA は、鋳型 DNA を加え
なかった。CBB染⾊及び FluoroTectTM Green Lys による蛍光を検出した。 s70コンセンサス
プロモーターは、 de Maddalena (2016)を参考にした。 

  

 
 

図 4.5 PUREEcR-RCR による pOris70AG の増幅。56 pM の pOris70AG(左)を鋳型 DNA とし、
30˚C で 10 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。表記の濃度のデキストランを加えた。 
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図 4.6 RCR 増幅に対するデキストランの影響。28 pM の pOris70G (左)を鋳型 DNA とし、
30˚C で 3 時間の RCR(第⼆章、第三章参考)を⾏った。表記の濃度のデキストランを加えた。 

 

 

 
 

図 4.7 PUREEcR-RCR における転写・翻訳の依存性。56 pM の pOris70AG を鋳型 DNA とし、
30˚C で 10 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。表記の濃度のピューロマイシン、もしくはリフ
ァンピシンを加えた。 
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4.3.3 PUREEcR-RCR における DNA 増幅効率 

 

PUREEcR-RCR において、どのぐらい低濃度の鋳型環状 DNA を増幅できるか検討した。そ
の結果、GreAB を加えなかった場合、112 pM の鋳型 DNA を増幅することが可能であった
(図 4.8)。GreAB を加えることで、より低濃度(56 pM)の鋳型 DNA を増幅することが可能で
あった。反応の時間に対する DNA 増幅量を⾒るために、qPCR 定量法を⽤いて鋳型 DNA

の増幅倍率を測定した(図 4.9)。その結果、56 pM の鋳型 DNA を⽤いた場合は、10 時間の
反応で 200倍程度に鋳型 DNA が増幅することがわかった。また、56 pM の鋳型 DNA は、
反応時間を⻑くすることで GreAB を加えずとも増幅できることがわかった。さらに低濃度
(28 pM)の DNA では、⻑時間反応を⾏った場合でも、鋳型 DNA の増幅が GreAB に依存し
ていた。これらの結果から、鋳型 DNA 量が少ない時ほど、GreAB による転写促進作⽤が
重要であることがわかった。また、PUREEcR-RCR における E. coli RNAP の濃度を検討した。
その結果、15 mU/µl の E. coli RNAP を⽤いた場合に、⽬的のスーパーコイル DNA の増幅
量が最も多く、50 mU/µl の E. coli RNAP を⽤いた場合は、増幅量が僅かに減少した(図 4.10、
4.13b)。このことから、PUREEcR-RCR における最適な E. coli RNAP濃度は、15 mU/µl であ
り、⾼濃度の E. coli RNAP (50 mU/µl)による過剰な転写は鋳型 DNA の増幅を阻害する可能
性が考えられた。 

DNA の⾃⼰複製システムにおいては、複製された DNA が転写鋳型としての機能を維持
したまま複製が繰り返されるという複製の再起性が必要である。そこで、PUREEcR-RCR に
よる増幅産物を鋳型 DNA として、再度 PUREEcR-RCR を⾏い、PUREEcR-RCR の再起性を検
討した。56 pM の鋳型 DNA を⽤いて、10 時間の PUREEcR-RCR を⾏った後、その産物を
1/200 になるように希釈し、再度 PUREEcR-RCR にかけたところ、同様に⽬的のスーパーコ
イル DNA の増幅産物が得られた(図 4.11)。この結果から、PUREEcR-RCR では鋳型 DNA の
機能を保ったまま再起的な複製サイクルが可能であることがわかった。 

また、DNA の⾃⼰複製においては他にも、鋳型 DNA から発現したタンパク質が、⾃⾝
の鋳型となった DNA 分⼦を複製するという表現型と遺伝型の対応が必要ある。そこで、
油中⽔滴エマルジョンを⽤いて反応液を区画化し、発現したタンパク質が拡散しない条件
で PUREEcR-RCR を⾏った(図 4.12)。その結果、⾼濃度の鋳型 DNA を⽤いた場合は、⽬的
のスーパーコイル DNA の増幅は⾒られたが、低濃度(56 pM)の鋳型 DNA を⽤いた場合は、
⽬的のスーパーコイル DNA の増幅は⾒られなかった。PUREEcR-RCR 後、エマルジョン内
の DNA を Bobo-3 iodide により染⾊し、顕微鏡を⽤いて観察したところ、DNA の蛍光が検
出されないエマルジョンが⾒られたことから、鋳型 DNA の増幅が起こってないエマルジ
ョンがあることが明らかになった(図 4.12c)。この原因として、エマルジョン内に均等に鋳
型 DNA が封⼊されず、DNA 分⼦数が相対的に少ないエマルジョンでは鋳型 DNA が複製
されない可能性が考えられた。また、エマルジョンを⽤いなかった場合には 56 pM の鋳型
DNA の増幅が⾒られたことから、エマルジョンによってそれぞれの反応区画毎に数分⼦の
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鋳型 DNA を封⼊した場合は、僅かな量の DNA 分⼦を鋳型として複製と転写が起こること
で、同⼀鋳型 DNA 分⼦上で複製と転写が衝突し、互いが⼲渉しあっている可能性が考え
られた。 
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図 4.8 PUREEcR-RCR における鋳型 DNA濃度の検討。表記の濃度の pOris70AG (上左)、また
は pOris70AGp3 (上右)を鋳型 DNA とし、 15 mU/µl の E. coli RNAP を⽤いて 30˚C で 6 時間
の PUREEcR-RCR を⾏った。アスタリスク(*)は、pOris70AGp3 に含まれるコンタミネーシ
ョンした DNA が由来した増幅産物である。スメア状に⾒える産物は、反応液に含まれる
RNA である。 
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図 4.9 PUREEcR-RCR における反応時間の検討。28 pM (○)、56 pM (△)及び 112 pM (□)の
pOris70AG を鋳型 DNA とし、15 mU/µl の E. coli RNAP を⽤いて 30˚C で PUREEcR-RCR を
⾏った。 反応前と反応後に、qPCR定量法により pOris70AG量を測定し、反応前の値に対
する反応後の値を DNA replication とした。⽩抜きは、0.6 µM の GreAB を反応液に加えな
かった場合を⽰し、⿊塗りは、 GreAB を加えた場合を⽰す。 
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図 4.10 PUREEcR-RCR における E. coli RNAP濃度の検討。56 pM の pOris70AG (上左)、また
は pOris70AGp3 (上右)を鋳型 DNA とし、表記の濃度の E. coli RNAP を⽤いて 30˚C で 10

時間の PUREEcR-RCR を⾏った。アスタリスク(*)は、pOris70AGp3 に含まれるコンタミネ
ーションした DNA が由来した増幅産物である。スメア状に⾒える産物は、反応液に含ま
れる RNA である。 
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図 4.11 PUREEcR-RCR における鋳型 DNA の再起的な増幅。56 pM の pOris70AG を鋳型
DNA とし、30˚C で 10 時間の PUREEcR-RCR を⾏った(1st)。その増幅産物が 1/200倍希釈さ
れるように PUREEcR-RCR に加え、再度 30˚C で 10 時間の PUREEcR-RCR を⾏った(2nd)。い
ずれの PUREEcR-RCR においても 15 mU/µl の E. coli RNAP、及び 0.6 µM の GreAB を⽤いた。 
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図 4.12 エマルジョンを⽤いた PUREEcR-RCR。(a)エマルジョン内での PUREEcR-RCR のモデ
ル図。Bulk は、エマルジョンを⽤いなかった場合を⽰す。(b)表記の濃度の pOris70AC を鋳
型 DNA とし、15 mU/µl の E. coli RNAP を⽤いて 30˚C で 18 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。
pOris70AC は、oriC 及び s70 プロモーターから転写される dnaA と CFP 遺伝⼦を持つ環状
DNA である。(c)エマルジョンを⽤いた PUREEcR-RCR 産物の顕微鏡写真。⾚は、Bobo-3 

iodide によって染⾊された DNA を⽰す。 
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4.3.4 PUREEcR-RCR におけるターミネーター配列の効果 

 

pOis70AG は、sfGFP 遺伝⼦の下流にターミネーター配列を持たないため、⾮翻訳領域の
転写が過剰に起こっている可能性が考えられた。そこで、sfGFP 遺伝⼦の下流に⼤腸菌リ
ボソーム RNA オペロン rrnB の T1 ターミネーターを導⼊した鋳型 oriC 環状 DNA 

(pOris70AGter)を構築し、PUREEcR-RCR を⾏った(図 4.13a)。その結果、56 pM の鋳型 DNA

を⽤いた場合に、pOris70AG の増幅(図 4.8)と⽐べると増幅量の上昇が⾒られた。⼀⽅で、
E. coli RNAP の濃度を検討したところ、pOris70AGter の増幅は pOris70AG の場合と⽐べる
と⼤きな違いは⾒られなかった(図 4.13b)。これらのことから、ターミネーター配列の効果
は、E. coli RNAP のターンオーバーを早くすることであり、dnaA 遺伝⼦の発現速度の上昇
に伴って、鋳型 DNA の増幅速度の上昇が起こったと考えられる。 

 

4.3.5 PUREEcR-RCR におけるプロモーター数の影響 

 

 ⾼濃度の E. coli RNAP を⽤いた PUREEcR-RCR では、鋳型 DNA の増幅量が僅かに減少
したことから、E. coli RNAP による転写が過剰である場合に、DNA 増幅が阻害される可能
性が考えられた(図 4.10、4.13b)。そこで、dnaA 遺伝⼦を転写する s70 プロモーターの他に
2つのプロモーターを持つ oriC 環状 DNA (pOris70AGp3)を構築し、これを鋳型としてプロ
モーター数による影響を検討したところ、112 pM の鋳型 DNA の増幅が阻害された (図 4.8)。
このことは、プロモーター数が増えたことによる鋳型 DNA あたりの転写量の増加によっ
て、DNA 増幅が阻害されたことを⽰している。⼀⽅で、GreAB を加えた場合、112 pM の
鋳型 DNA が増幅できたことから(図 4.8)、GreAB によって転写による複製阻害が解消され
たことが⽰唆された。⼤腸菌内においても同様に、複製と転写が衝突し、複製フォークの
進⾏を阻害することが知られており(Merrikh et al., 2012)、リボソーム RNA オペロンなどの
転写量が多い遺伝⼦上で顕著に⾒られている(Srivatsan et al., 2010; Boubakri et al., 2006)。ま
た、衝突の原因として、E. coli RNAP がバックトラックし、DNA と安定な複合体としてそ
の場で停滞することも知られており(Nudler, 2012)、GreAB のバックトラッキング状態を解
消させる働きが、この衝突の回避にも効いていると考えられている(Dutta et al., 2011)。
PUREEcR-RCR において⾒られた転写による複製の阻害と、GreAB によるその解消は⼤腸菌
内での現象を再現するものである。しかしながら、GreAB を加えた場合においても、56 

pM の鋳型 DNA ではその増幅量が減少していた。また、E. coli RNAP濃度を検討したとこ
ろ、50 mU/µl の E. coli RNAP を⽤いた場合では、鋳型 DNA の増幅量の減少が⾒られた(図
4.10)。これらのことから、GreAB による複製と転写の阻害の解消は部分的であると考えら
れる。 

また、⼤腸菌内では、GreAB の他に、DNA helicase である UvrD や Rep が転写と複製の衝
突の解消に働いていることが知られている(Guy et al., 2009; Brüning and Marians, 2021; 
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Boubakri et al., 2006)。そこで、PUREEcR-RCR における UvrD及び Rep の効果を検討した。
pOris70AGp3 を鋳型として、⾼濃度の E. coli RNAP ⽤いた PUREEcR-RCR に、UvrD、また
は Rep を加えたところ、いずれのタンパク質を加えた場合でも⽬的のスーパーコイル
DNA の増幅が促進された(図 4.14)。このことから、UvrD 及び Rep においても、⼤腸菌内
の現象を再現する結果が⽰された。Rep では、加える量が多くなるほど、増幅促進の効果
が⾒られなくなった。 
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図 4.13 PUREEcR-RCR におけるターミネーター配列の検討。(a)TrrnB T1 は、rrnB T1ターミネ
ーターを含む終始コドンより下流の領域である。⼤⽂字は、 rrnB T1 ターミネーター配列
を⽰す。表記の濃度の pOris70AGter (左)を鋳型 DNA とし、15 mU/µl の E. coli RNAP を⽤
いて 30˚C で 6 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。アスタリスク(*)は、pOris70AGter に含まれ
るコンタミネーションした DNA が由来した増幅産物である。(b)56 pM の pOris70AG 、ま
たは pOris70AGter を鋳型 DNA とし、表記の濃度の E. coli RNAP を⽤いて 30˚C で 10 時間
の PUREEcR-RCR を⾏った。スメア状に⾒える産物は、反応液に含まれる RNA である。 
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図 4.14 PUREEcR-RCR における UvrD 及び Rep の検討。56 pM の pOris70AGp3 (左)を鋳型
DNA とし、表記の濃度の E. coli RNAP を⽤いて 30˚C で 10 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。 

反応液に、表記の濃度の UvrD、または Rep を加えた。アスタリスク(*)は、pOris70AGp3

に含まれるコンタミネーションした DNA が由来した増幅産物である。 

 

  

0 0 0 1 3 10 1 3 10

50

- - - UvrD Rep

150 E. coli RNAP (mU/µl)

(nM)pO
ris

70
AG

p3

Ps70
oriC

dnaA

pOris70AGp3
(7.5 kb)

PlacI

Pbla

sfGFP

bla

lacI

- Supercoil
- Open circular 

6.0 -

(kb)

SC
 m

ar
ke

r

-*



 102 

4.3.6 RCR と PURE system の共役系における E.coli RNAP の効果 

 

PUREEcR-RCR では、E. coli RNAP による転写が RCR 増幅を阻害している可能性が⽰唆さ
れた。また、GreAB や、UvrD、Rep によって鋳型 DNA の増幅が促進された。そこでまず、
転写翻訳反応を⾏うが⽣産されたタンパク質に鋳型 DNA の増幅が依存しない PUREEcR-

RCR を⾏い、E. coli RNAP の転写が鋳型 DNA の増幅を阻害するかを調べた。鋳型 DNA と
して、s70コンセンサスプロモーターから転写される sfGFP 遺伝⼦をコードする oriC 環状
DNA (pOris70G)を⽤いた。pOris70G を、PURE system、26種全ての含む RCR酵素 mixture 

及びアミノ酸やヌクレオチドなどの基質を含む反応液に加え、30˚C で 4 時間の RCR を⾏
った(図 4.15)。この反応に、E. coli RNAP を加えたところ、⾼濃度(50 mU/µl)の E. coli 

RNAP を加えた場合、⽬的のスーパーコイル DNA の増幅が阻害された(図 4.16)。また、リ
ファンピシンを加えた場合、DNA 増幅の阻害が起こらなかったことから、E. coli RNAP に
よる転写が RCR 増幅を阻害することが明らかになった。鋳型 DNA として、プロモーター
を 3つ持つ環状 DNA (pOris70Gp3)を⽤いた場合でも、同様の結果が得られた。 

次に、GreAB や、UvrD、Rep による PUREEcR-RCR の促進効果の要因が、E. coli RNAP の
転写による増幅阻害の解消であるかを調べた。図 4.16 の反応にさらに、GreAB に加えたと
ころ、予想に反して増幅阻害の解消は顕著に⾒られなかった。⼀⽅で、s70 コンセンサス
プロモーターから転写される sfGFP 遺伝⼦を持つ別の oriC 環状 DNA(pUP_GFP)を⽤いた
場合、E. coli RNAP によって阻害された RCR 増幅が、GreAB によって促進される様⼦が⾒
られた(図 4.17)。このことから、PUREEcR-RCR において、GreAB が複製と転写の衝突の解
消に効いていると考えられる。 

pOris70Gp3 を⽤いて、転写による増幅阻害に対する UvrD 及び Rep の効果を検討した(図
4.18)。その結果、UvrD 及び Rep のいずれのタンパク質を加えた場合においても、E. coli 

RNAP による増幅阻害の解消が⾒られた。Rep では、図 4.14 と同様に加える量が多くなる
ほど、増幅阻害の解消の効果は⾒られなくなった。 

転写による複製の阻害は、転写反応と複製フォークの物理的な衝突だけでなく、転写産
物である mRNA が鋳型 DNA とハイブリダイズすることによっても起こることが知られて
いる(Gan et al., 2011)。この阻害は、RNaseH が mRNA を分解することによって解消される
(Drolet et al., 1995, Brüning and Marians, 2021)。PUREEcR-RCR には、RNA プライマーを分解
するために RNaseH が含まれているが、RCR 増幅には必須ではない(⻑⾕部, 2019)。そこで、
E. coli RNAP を加えて RCR を⾏った場合に、RNaseH が必須になるか検討した。その結果、
⽬的のスーパーコイル DNA の増幅が、E. coli RNAP を加えなかった場合は、RNaseH の濃
度に依存しなかったのに対して、E. coli RNAP の加えた場合は、その濃度の上昇に伴って
RNaseH に対する依存性が強くなった(図 4.19)。 

これらの結果から、RCR と PURE system の共役には、複製と転写の衝突解消システムと
いった転写と複製を協調的に進⾏するためのシステムが重要であると⾔える。 
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図 4.15 ⽣産されたタンパク質に依存しない PUREEcR-RCR のモデル図。鋳型として、s70コ
ンセンサスプロモーターから転写される sfGFP 遺伝⼦をコードし、また oriC を持つ環状
DNA を⽤いた。反応液には、 RCR を構成する 26種全てのタンパク質が含まれるため、⽣
産されたタンパク質に依存しない DNA 増幅が起こる。 
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図 4.16 RCR と PURE system の共役系における E. coli RNAP の効果。56 pM の pOris70G (上
左)、または 56 pM の pOris70Gp3 (上右)を鋳型 DNA とし、表記の濃度の E. coli RNAP を加
えて 30˚C で 4 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。反応液には、RCR を構成する 26種全ての
タンパク質を⽤いた。 
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図 4.17 RCR と PURE system の共役系における E. coli RNAP の効果。56 pM の pUP-GFP (左, 

PD⾓) を鋳型 DNA とし、30˚C で 4 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。反応液には、RCR を
構成する 26種全てのタンパク質を⽤いた。pUP-GFP input は、反応前の pUP-GFP を⽰す。 

 

 

 

 

図 4.18 RCR と PURE system の共役系における UvrD及び Rep の効果。56 pM の pOris70Gp3

を鋳型 DNA とし、30˚C で 4 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。反応液には、RCR を構成す
る 26種全てのタンパク質を⽤いた。また、表記の濃度の UvrD、または Rep を加えた。 
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図 4.19 RCR と PURE system の共役系における RNaseH 依存性。56 pM の pOris70G を鋳型
DNA とし、表記の濃度の E. coli RNAP を加えて 30˚C で 4 時間の PUREEcR-RCR を⾏った。
反応液には、RCR を構成する 26種全てのタンパク質を⽤いた。また、RNaseH は、表記の
濃度で⽤いた。 
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4.3.7 DNA polymerase III の⽣産に依存した PUREEcR-RCR 

 

DNA polymerase III (Pol III)の遺伝⼦を持つ oriC 環状 DNA を鋳型として、Pol III を含まな
い RCR 酵素 mixture を⽤いた PUREEcR-RCR が可能か検討した。DNA polymerase III 

holoenzyme は、DnaE、DnaQ 及び HolE からなるコア部位、HolA、HolB、HolC、HolD 及
び DnaX からなるクランプローダー部位、そしてクランプである DnaN から構成される
(Fijalkowska et al., 2012)。ここでは、s70 コンセンサスプロモーターの下流にコア部位とク
ランプローダー部位からなる DNA polymerase III* (Pol III*)の遺伝⼦(dnaE、dnaQ、holE、
holA、holB、holC、holD、dnaX)を持つ鋳型 oriC 環状 DNA (pEToris70polIII*)を構築した(図
4.20)。pEToris70polIII*は、s70コンセンサスプロモーターの他に、2つのプロモーターを持
つ。pEToris70polIII*を鋳型 DNA として、PUREEcR-RCR を⾏ったところ、僅かに増幅産物
が⾒られた(図 4.20)。さらに、UvrD や Rep を加えたところ、増幅産物が増加した。しかし
ながら、⽬的のスーパーコイル DNA 以外の増幅産物が主であった。このことから、鋳型
DNA から Pol III*の⽣産は起こっているが、RCR 増幅において最適な⽣産量でないため、
⽬的のスーパーコイル DNA を特異的に増幅することができなかったと考えられる。 

UvrD helicase は、E. coli RNAP と直接結合することが知られていることから(Epshtein et al., 

2014)、UvrD による鋳型 DNA の増幅促進が E. coli RNAP に依存しているかを検討した。そ
のために、s70コンセンサスプロモーターの代わりに T7 プロモーターを持つ鋳型 oriC 環状
DNA (pEToriT7polIII*)を構築し、PUREEcR-RCR を⾏った。その結果まず、Tus を含まない
反応条件では、⽬的のスーパーコイル DNA らしき増幅産物が⾒られたが、Tus を含む反応
条件では、分⼦量の⼩さな DNA の増幅が⾒られ、⽬的のスーパーコイル DNA らしき増幅
産物が減少した。そして、pEToriT7polIII*を鋳型 DNA とした場合は、pEToris70polIII*を鋳
型 DNA とした場合と異なり、UvrD helicase による DNA 増幅に対する促進的な効果は⾒ら
れなかった。このことから、UvrD helicase の転写と複製の衝突を解消する働きは、E. coli 

RNAP との結合が必要であり、E. coli RNAP による転写反応の場合に特異的である可能性
が考えられた。 
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図 4.20 DNA polymerase III 遺伝⼦をコードする鋳型環状 DNA の PUREEcR-RCR。32 pM の
pEToris70polIII* (上 )、または pEToriT7polIII*を鋳型 DNA とし、30˚C で 18 時間の
PUREEcR-RCR を⾏った。 反応液に、表記の濃度の UvrD、または Rep を加えた。アスタリ
スク(*)は、⾮特異的な増幅産物である。 
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4.3.8 バックトラック活性を持たない E. coli RNAP を⽤いた PUREEcR-RCR 

 

E. coli RNAP は、α サブユニット(RpoA)、β サブユニット(RpoB)、β’サブユニット(RpoC)、
ω サブユニット(RpoZ)及び σ70 因⼦ (RpoD)から構成される。その内の β サブユニットの
1244 番⽬のヒスチジンをグルタミンに変えた変異体 RNAP (rpoB*35)は、バックトラック
活性を⽰さないことが知られている(Dutta et al., 2011)。そこで、この変異体 E. coli RNAP

を PUREEcR-RCR に⽤いることで GreAB の効果を相補できるか検討した。 

そのためにまず、変異体 E. coli RNAP を簡便に供給をするための⼿法として、E. coli 

RNAP を遺伝⼦として供給し、発現した E. coli RNAP を⽤いて PUREEcR-RCR を⾏う RNAP

カスケードを構築した(図 4.21a)。これにより、E. coli RNAP 遺伝⼦に塩基置換を導⼊する
だけで、変異体 E. coli RNAP の供給が可能になる。E. coli RNAP を構成する各サブユニッ
トを T7 プロモーターから転写する遺伝⼦としてコードするプラスミド(pRpoABCDZ)を構
築した。PUREEcR-RCR を構成する PURE system には、元から T7 RNAP が含まれるため、
pRpoABCDZ を鋳型に E. coli RNAP の⽣産が起こる。その後、⽣産された E. coli RNAP に
よって鋳型 oriC 環状 DNA 上の s70コンセンサスプロモーターから転写が起こり、⽣産さ
れたタンパク質によって鋳型 DNA の増幅が導かれる。pOris70AG を鋳型とし、DnaA の⽣
産に依存した PUREEcR-RCR を検討したところ、0.15 ng/µl 以上の pRpoABCDZ を加えた場
合に、GreAB に依存した⽬的のスーパーコイル DNA の増幅が⾒られた。このことから、E. 

coli RNAP を遺伝⼦として供給することが可能であることがわかった(図 4.21b)。 

次に、pRpoABCDZ 上の rpoB に βサブユニットの 1244番⽬のヒスチジンがグルタミンに
変異するような⼀塩基置換を加えた pRpoABCDZ (βH1244Q)を構築し、PUREEcR-RCR に加
えた。その結果、0.5 ng/µl の pRpoABCDZ (βH1244Q)を加えた場合に、GreAB に⾮依存的
な⽬的のスーパーコイル DNA の増幅が⾒られた。また、GreAB を⽤いた条件では、0.15 

ng/µl の pRpoABCDZ (βH1244Q)を加えた場合に、野⽣型(pRpoABCDZ)と⽐べて増幅産物が
増加した。このことから、PUREEcR-RCR において E. coli RNAP のバックトラック活性が⽬
的の DNA の増幅を阻害することがわかった。 
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図 4.21 RNAPカスケードを⽤いた PUREEcR-RCR。(a)RNAPカスケードを⽤いた PUREEcR-

RCR のモデル図。アスタリスク(*)は、pRpoABCDZ に導⼊した⼀塩基置換を⽰す。
(b)PUREEcR-RCR のアガロースゲル電気泳動解析。56 pM の pOris70AG を鋳型 DNA とし、
表記の濃度の pRpoABCDZ、もしくは pRpoABCDZ (βH1244Q)を⽤いて 30˚C で 10 時間の
PUREEcR-RCR を⾏った。 
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4.4 考察 

 

 本章では、RCR と PURE system の共役系である PUREEcR-RCR を構築した。PUREEcR-

RCR では、鋳型となる環状 DNA にコードされた遺伝情報が転写翻訳され、その産物によ
り鋳型の複製が導かれる。PUREEcR-RCR は、転写の鋳型としての機能を保持したまま鋳型
DNA の複製を繰り返すことができるだけでなく、エマルジョンを⽤いて区画化された微⼩
空間中でも DNA 増幅が可能であった。このような特徴は、DNA の⾃⼰複製システムの構
築に繋がる。また、⼤腸菌内で⾏われる複製・転写・翻訳を再構成した反応系は世界で初
めてであり、この反応系を⽤いてセントラルドグマの協調的な進⾏に、複製と転写の衝突
回避機構が重要であることを明らかにした。 

PURE system を基盤とした⽣化学反応の再構成系では、タンパク質の⽣産量がボトルネッ
クになる(van Nies et al., 2018; Libicher et al., 2020)。さらに、E. coli RNAP による転写を⽤い
た PURE system では、E. coli RNAP のバックトラック活性などが影響して、T7 RNAP を⽤
いた PURE system と⽐べるとタンパク質の⽣産量が少ないことが報告されている(de 

Maddalena et al., 2016)。⼀⽅で、バックトラッキング状態の解消に働く GreAB は、タンパ
ク質の⽣産量を上昇させ、T7 RNAP を⽤いた PURE system と同程度以上のタンパク質⽣産
が可能になる(de Maddalena et al., 2016)。本章でも、GreAB によって DnaA の⽣産量の増加
が確認できた(図 4.4)。しかしながら、T7 RNAP を⽤いた場合と⽐較すると 1/10 倍程度の
⽣産量であった。この原因として、E. coli RNAP による転写を⽤いた PURE system では、
タンパク質の⽣産量が鋳型 DNA の濃度に依存することから、鋳型 DNA濃度が充分でなか
ったことが考えられる。PUREEcR-RCR においては、DNA 複製に必要な量のタンパク質さ
え⽣産できれば鋳型 DNA の増幅が導かれるため、それよる相乗的なタンパク質の⽣産量
の上昇が期待される。 

PUREEcR-RCR において、E. coli RNAP による転写によって鋳型 DNA の増幅が阻害される
結果を⽰した。この原因の１つとして、E. coli RNAP のバックトラックによる停滞などに
よって複製と転写が衝突している可能性が⽰唆された。⼤腸菌染⾊体複製においては、複
製フォークの進⾏速度(500-1000 nt/s)は、転写装置の進⾏速度(~50 nt/s)と⽐較してかなり速
く(Kornberg and Baker, 1992; Fijalkowska et al., 2012)、鋳型 DNA 上では複製フォークと転写
反応の衝突するため、DNA 複製が阻害されることが知られている(図 4.22; Merrikh et al., 

2012)。またこの阻害は、E. coli RNAP のバックトラックに依存することや、転写が盛んに
⾏われるリボソーム RNA オペロンで顕著に起こることが報告されている(Dutta et al., 2011; 

Nudler 2012; Srivatsan et al., 2010; Boubakri et al., 2006)。これに対して、GreAB や、DNA 

helicase である UvrD 及び Rep といった因⼦が解消に働くことが⾒られている (Guy et al., 

2009; Boubakri et al., 2006; Dutta et al., 2011)。PUREEcR-RCR でも、これらの因⼦によって、
鋳型 DNA の増幅が促進され、⼤腸菌内のシステムを試験管内で再現することが可能であ
った。また、バックトラック活性を⽰さない E. coli RNAP の rpoB 変異体(H1244Q)が、
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greAB ⽋損を相補することが知られており(Dutta et al., 2011)、PUREEcR-RCR においても
GreAB の代わりにこの変異体 RpoB を⽤いることで、鋳型 DNA の増幅が⾒られた。この
ことから、E. coli RNAP のバックトラックが鋳型 DNA の増幅に阻害的に働くことが⽰され
た。バックトラック活性は、RNA 合成のエラー修復に関わっていることから、バックトラ
ック活性を⽰さない変異体 RpoB を⽤いた場合、RNA 合成のエラー率が上昇している可能
性が考えられる。 

PUREEcR-RCR における GreAB による増幅促進の効果は、低濃度の鋳型 DNA を⽤いた場
合に⾒られた。この要因として、GreAB によるタンパク質⽣産量の向上及び複製と転写の
衝突回避のいずれかもしくはその両⽅が考えられる。図 4.4 では、GreAB による DnaA の
⽣産量の上昇が⾒られ、図 4.8 では、鋳型 DNA 上の転写量の上昇に伴う複製阻害に対して
GreAB による解消が⾒られた。これらのことから、GreAB によるタンパク質⽣産量の向上
と複製と転写の衝突回避の両⽅が要因となって、PUREEcR-RCR における鋳型 DNA の増幅
促進が⾒られたと考えられる。⼀⽅で、⾼濃度の E. coli  RNAP を⽤いた場合は、転写によ
る複製阻害に対する解消効果は部分的であり、また⽣産されたタンパク質に依存しない条
件で PUREEcR-RCR を⾏った場合は、その効果は鋳型環状 DNA の構造に特異的であった。
以上のことから、PUREEcR-RCR における GreAB の効果は、タンパク質⽣産量の向上によ
る要因がより⼤きいと考えられる。これまでに、GreAB の複製と転写の衝突回避機構は試
験管内で⾒られていなかった。本研究の結果は、転写による複製阻害に対して GreAB が直
接働くことを⽰したものである。 

UvrD や Rep については、これまでに転写による複製阻害を解消する効果が in vitro で再現
されていた(Guy et al., 2009; Hawkins et al., 2019; Brüning and Marians, 2021)。UvrD や Rep は、
DNA に結合したタンパク質を剥がすことが知られており、E. coli RNAP を DNA から剥が
すことで、転写と複製の衝突の解消に効いていることが⽰唆されている(Guy et al., 2009; 

Hawkins et al., 2019; Brüning and Marians, 2021)。PUREEcR-RCR においても、転写による複製
阻害の解消効果が再現できたが、⾼濃度の Rep を⽤いた場合、鋳型 DNA の増幅が阻害さ
れた(図 4.14, 4.18)。Rep や UvrD は、1A2A1B2B のサブドメインからなり、⼆量体で
helicase活性を⽰すことが知られている(Cheng et al., 2001; Brendza et al., 2005)。2Bサブドメ
インが helicase活性を⾃⼰抑制するため、単量体では translocase活性を⽰すが helicase活性
を⽰さない(Brendza et al., 2005; Makurath et al., 2019)。Helicase活性には、2Bサブドメイン
は必要なく、⼆量体ではその形成による 2B のサブドメインの構造変化が関連しているこ
とが⽰唆されている(Brendza et al., 2005; Nguyen et al., 2017; Makurath et al., 2019)。⼀⽅で、
Rep の DNA 結合タンパク質を剥がす活性には、2B のサブドメインが必須であることが報
告されいている(Brüning et al., 2018; Hawkins et al., 2019)。このことから、⼆量体形成による
2B のサブドメインの構造変化が DNA 結合タンパク質を剥がす活性を抑制する可能性が考
えられ、これを要因として、⾼濃度の Rep を PUREEcR-RCR に⽤いた場合は、転写による
複製阻害の解消効果が⾒られなかったと考えられる。 
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また、鋳型 DNA と転写産物 RNA からなる R-loop も複製の進⾏を阻害する(Drolet et al., 

1995, Brüning and Marians, 2021)。これに対して RNaseH が、鋳型 DNA のハイブリダイズし
た mRNA の分解を⾏っていると考えられる。RCR を構成するタンパク質の１つである
RNaseH は、RCR における DNA 増幅には必須でなかったが、PUREEcR-RCR では必須であ
ることが⽰された(図 4.19)。 

これらの結果は、DNA の⾃⼰複製において、複製と転写の協調的な進⾏が重要であるこ
とを⽰している。PUREEcR-RCR の最終⽬標は、複製に必要な 26 種のタンパク質全てを遺
伝⼦として鋳型 DNA から供給することである。さらに⾔えば、DNA の⾃⼰複製システム
を完全に再構築する上では、E. coli RNAP の各サブユニットや PURE system の構成タンパ
ク質、tRNA、rRNA についても遺伝⼦として鋳型 DNA にコードする必要がある。⻑⼤な
DNA を増幅可能な RCR を基盤にした PUREEcR-RCRだからこそ、多くの遺伝⼦を DNA に
コードすることが可能である。鋳型 DNA がコードする遺伝⼦が複数になってくる場合に
は、今回⾒出した DNA helicase などの衝突回避機構が重要になってくるだろう。また、エ
マルジョンやリポソームなどの微⼩空間に反応系を封⼊した DNA の⾃⼰複製系は、遺伝
情報と⽣産されたタンパク質が対応するため、複製エラーによる遺伝⼦変異とそれによる
進化を試験管内で再現することに繋がる。試験管内でゲノムを進化させることは、進化⼯
学による機能の優れた⼈⼯細胞創⽣にも繋がると期待される。 

 

図 4.22 複製と転写の衝突のモデル図  
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第五章 総合討論 
 

5.1 総合討論 

 

試験管内環状 DNA 増幅法である RCR の主な特徴は、⼤腸菌染⾊体複製サイクルの再構
成系であること、oriC を持つ環状 DNA を指数関数的に増幅すること、及び 1 Mb を超える
⻑⼤な環状 DNA が増幅できることである(Su’etsugu et al., 2017; Hasebe et al., 2018; Mukai et 

al., 2020)。これらの特徴から、RCR は染⾊体複製を基盤にした⽣命現象の再構成やバイオ
テクノロジーの分野で期待される。そこで本研究では、RCR と様々な⽣化学反応を組み合
わせ、有⽤なツールの開発と染⾊体複製に関わる新たな⽣理学的原理の解明を⽬的とした。 

RCR は、試験管内で環状 DNA を増幅し解析する技術や、試験管内 DNA クローニング法
として利⽤することが可能である。しかしながら、鋳型環状 DNA が oriC を持つ必要があ
るため、oriC を環状 DNA に簡便に導⼊する⼿法が求められた。そこで第⼆章では、Tn-

RCR と呼ばれる試験管内 Tn5 トランスポジション反応を⽤いて oriC を環状 DNA に導⼊し、
RCR 増幅する⼿法の開発について述べた(図 2.2; Nara and Su’etsugu, 2021)。Tn-RCR は、
3000 分⼦程度の環状 DNA や PCR 法では増幅が難しい GC リッチな DNA の増幅が可能で
あった(図 2.4、2.5)。また、Tn-RCR による増幅産物は、ランダムな位置に oriC を持つため、
挿⼊された oriC を環状 DNA から抜き出す⼿法も開発した(図 2.9)。Tn-RCR は、環状 DNA

の配列情報を必要としないため、環境中の環状 DNA などを増幅し解析する技術として利
⽤可能である。近年では、メタゲノム解析と呼ばれる環境中の遺伝⼦情報の網羅的な解析
が広く⾏われている。メタゲノム解析では、環境中の⽣体組成や特定の遺伝⼦を探索する
ことが可能であるが、ゲノム全⻑配列を決定することやプラスミドやウイルス DNA とい
った可動性の環状 DNA を特定することは難しい。これまでの環境中環状 DNA の増幅法と
して、Φ29 ファージの DNA polymerase を利⽤した⼿法が⽤いられてきたが(Kav et al., 2013)、
この⼿法では、環状 DNA を特異的に増幅するためのゲノム DNA のクリーンアップが必要
なだけでなく、⼩さな DNA ほど優位に増幅してしまうという増幅バイアスが⽣じる。Tn-

RCR では、環状 DNA に対する増幅特異性が⾼いだけでなく、温度サイクルを⽤いた RCR 

(cyclar-RCR)により増幅バイアスを抑えることができるため(図 2.3)、プラスミドやウイル
ス DNA のみを増幅し網羅的に解析する⼿法として有⽤であるだろう。これによって、新
規のプラスミドやウイルス DNA、さらには有⽤な遺伝⼦の発⾒をもたらすだけでなく、病
原性ウイルスの伝播や多剤耐性菌の出現を追うことができると考えている。ゲノムレベル
の⻑⼤な DNA を 増幅できる点では、いずれは難培養微⽣物などの環状ゲノムを丸ごと全
⻑増幅することも可能であるだろう。また、Tn-RCR で増幅した DNA は環状構造を維持し
ているため、その配列を解析する以外にもバクテリアに導⼊しその機能を解析するなど、
さらなる研究の発展にも繋がる。 

⼀⽅で、Tn-RCR は、⽬的の環状 DNA を狙って増幅するには不向きであった(図 2.7)。そ
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こで第三章では、組換えタンパク質を⽤いた DNA連結法(RA)により oriC を導⼊し、RCR

増幅する⼿法(RA-RCR)を検討した結果を述べた(図 3.1、倉⽥ら未発表)。RA は、DNA 末
端の 25-60 bp の相同な配列のアニーリングにより DNA 同⼠を連結することから、その特
異性が⾼いため、⽬的の DNA のみを oriC と連結し RCR 増幅することができる。これによ
って、ヒトミトコンドリア DNA や⻑⼤なゲノム領域の試験管内クローニングが可能であ
った (図 3.3、3.9)。また、RA-RCR を⽤いて繰り返し配列の増幅を検討したところ、⼤腸
菌を⽤いたクローニング法と⽐べて、RCR による DNA 増幅では繰り返し配列の⽋損が起
こりにくかった(図 3.4)。これにより、ヒトセントロメアとして機能するリピート配列や遺
伝⼦疾患に関わる CGG リピートの増幅が可能であった(図 3.7、3.8)。これらの結果から、
RA-RCR が試験管内クローニング法として有⽤であることが⽰された。RA を⽤いて環状
DNA に oriC を導⼊するためには、制限酵素や CRISPR-Cas9 システムを⽤いて環状 DNA

を切断しなければならなかった。そこで、環状 DNA を切らずに oriC を狙った箇所に導⼊
し、RCR 増幅する⼿法(Rm-RCR)を開発した(図 3.13)。Rm-RCR は、既存のベクターなどに
簡便に oriC を導⼊することができる⼿法である。これまでの⻑鎖 DNA クローニングでは、
⼤腸菌や酵⺟に依存しており、数 kb の BAC や YAC(酵⺟⼈⼯染⾊体)といったベクターを
⽤いていた。RA-RCR は、300 bpほどの oriC を連結するだけで、試験管内で増幅できる点
で画期的であるだろう。近年では、BAC や YAC だけでなく、HAC (ヒト⼈⼯染⾊体)や
MAC (マウス⼈⼯染⾊体)も開発されており (Kouprina et al., 2003; Hasegawa et al., 2015; Abe 

et al., 2021)、例えば、100 kb のヒト MHC表⾯受容体遺伝⼦領域など、真核⽣物が持つ巨⼤
な遺伝⼦を細胞に保持させることができる(Hasegawa et al., 2015)。HAC への遺伝⼦の導⼊
は、組換え⽤ベクターを介して細胞内で⾏われるため、組換え⽤ベクターに遺伝⼦を導⼊
する必要がある(Abe et al., 2021)。こういった場合に、Rm-RCR を⽤いて、組換え⽤ベクタ
ーに oriC を導⼊し、さらには RA-RCR を⽤いて、巨⼤な遺伝⼦を持つ組換え⽤ベクターを
簡単に構築することが可能である。RA-RCR は、GC リッチな DNA や繰り返し配列、或い
は⼤腸菌に毒性を⽰すような遺伝⼦といったこれまでの⼿法では増幅が困難であった DNA

を増幅する技術であり、環状ゲノムの試験管内構築の基盤になる。RA-RCR は、まだ改善
の余地があり、RCR が染⾊体を複製システムを利⽤していることからいずれは Mega-base

レベルの⻑⼤な環状ゲノムの構築が可能になるだろう。 

第四章では、RCR が⼤腸菌の染⾊体複製サイクルの再構成系であることに着⽬し、転写
翻訳の再構成系である PURE system (Shimizu et al., 2001)との共役によるセントラルドグマ
の完全な再構成を⽬指した(図 4.1)。この共役系では、RCR を構成するタンパク質を遺伝⼦
としてコードし、また oriC を持つ環状 DNA を鋳型とし、PURE system によって発現した
タンパク質により鋳型 DNA が増幅されることを期待した。T7 RNA polymerase (T7 RNAP)

による転写を⽤いた共役系では、複製と転写の衝突が問題となり、鋳型 DNA の増幅が⾒
られなかった(図 4.2)。これに対して、⼤腸菌 RNA polymerase (E. coli RNAP)を代⽤したと
ころ、鋳型 DNA の増幅が⾒られた(図 4.8)。E. coli RNAP は、T7 RNAP と⽐べると転写活
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性が弱いことから、複製と転写の衝突頻度が減少し、鋳型 DNA の増幅が⾒られた可能性
が考えられる。また、E. coli RNAP を⽤いた共役系では、GreAB による鋳型 DNA の増幅促
進が⾒られた (図 4.8)。これは、E. coli RNAP のバックトラックが GreAB によって解消し、
転写量の増加、及び複製と転写の衝突回避が起こったことによると考えられた (de 

Maddalena et al., 2016; Dutta et al., 2011)。RCR と PURE  system の共役系では、複製反応には
充分な量のタンパク質の⽣産が必要である。⼀⽅で、過剰な転写は複製阻害の原因となる。
以上のことから、T7 RNAP と E. coli RNAP を⽐較した場合は、複製と転写の衝突回避機構
を持つ E. coli RNAP が有⽤であると考えられる。実際に、E. coli RNAP を⽤いた場合でも
鋳型 DNA のプロモーター数を増やして鋳型分⼦あたりの転写量を増加させた時には、複
製と転写の衝突が⾒られたが、DNA helicase である UvrD や Rep といった複製と転写の衝
突回避機構をさらに導⼊することで、鋳型 DNA の増幅が可能であった (図 4.14)。 

ゲノムの⾃⼰複製では、鋳型 DNA から発現したタンパク質分⼦が⾃⾝の鋳型 DNA 分⼦
を複製することが必要である。これを⾏うためにエマルジョンによって反応液が区画化さ
れた RCR と PURE  system の共役系を検討したが、低濃度の鋳型 DNA を⽤いた場合にその
増幅産物が⾒られなかった (図 4.12)。つまり、1 分⼦の鋳型 DNA が反応区画毎に封⼊され、
遺伝⼦発現と複製が同⼀分⼦上で起こる条件では、鋳型 DNA の複製が阻害されている可
能性が考えられた。この原因として、エマルジョンによるクラディング効果によって E. 

coli RNAP の拡散が抑えられ(Vibhute et al., 2020)、鋳型 DNA 上での転写頻度が上昇し、そ
れによる複製と転写の衝突が起こっている可能性が考えられる。多分⼦の鋳型 DNA が存
在し遺伝⼦発現と複製が異なる分⼦上で起こる場合では、ゲノムの⾃⼰複製とは⾔いがた
く、また、試験管内ゲノム進化においては、発現したタンパク質が他のゲノム分⼦を複製
してしまうため、複製エラーなどで⾃⼰複製に優位な変異を持ったゲノム分⼦が複製され
ず、ゲノムの進化が起きない可能性も考えられる。今後、ゲノムの⾃⼰複製システムの構
築を進める上では、エマルジョンなどの区画化内で 1 分⼦鋳型 DNA からの複製・転写・
翻訳を起こすことが必要になるだろう。 
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