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枯草菌の 遺伝学プ ロ フ ァ
ー ジ形質転換法開発秘話

河村富士夫

　 こ の 原稿を執筆し て い る と き （2012年 4月 15 日），東

京大学名誉教授で筆者 の 恩師で あ る齋藤 日向先生 が 85

歳 で 天 に召さ れ た．枯草菌 （Bacillus　subtilis ）を語 る 際

齋藤先 生 の 功績 は 計 り知れない ．限られた誌面 で それら

を語 り尽 くす こ とは 到底で きない が，本稿 で は，齋藤先

生 と ともに 研 究 し た 時代 を 振 り返 りつ つ ，枯 草 菌 で

フ ァ
ージ を用 い た 実験手法が確立された こ ろ の トピ ッ ク

を中心に，そ の ユ ニ
ーク な遺伝学の 手法 を紹介 した い ．

　枯草菌は，大腸菌や酵母 と並ん で 組換え実験 の 安全性

が認め られて い る微生物 で ある．われわれ 日本人 に とっ

て は，納 豆 を作 るため の 微生物 として 馴染み深 い ．また，

ア ミ ラ
ーゼ を中心 とす る 糖質関連酵素 の 多 くは Baciiius

属細菌 を生産菌 として お り．産業用微生物 として も活躍

して い る．他方，宿主 とい う観点か ら見 る と大腸 菌 に な

い 分泌能 も備 えて い る こ と から，組換 えタ ン パ ク 質を培

地中へ 生産す る ため の 微生物 として も注 目され た．

　上記 に 関する研究成果は本学会 で も多く報告さ れ て き

た が ，他方 で 枯草菌 は ，遺伝学を行 うた め の モ デ ル 生 物

として も優 れた特性 も持ちあわせ て い る．た とえば，外

部 の DNA を積極 的 に 取 り込む性質が利用 され，枯 草菌

は，組換 え DNA 実験 で 盛 ん に 使 われ て きた．特 にバ ク

テ リオ フ ァ
ー

ジ （フ ァ
ー

ジ）を用 い る手法 は枯草菌 で 広

く用 い られ，胞子形成機構 の 解明 で 大 い に活躍 した こ と

は 広 く知 られて い る ．今 日 で は 大腸菌 で も多 くの 低 コ

ピー
プ ラ ス ミ ドが 開発 され （本 シ リーズ 2011年 10号に

て 紹介 ），利用 され て い るが，プ ラ ス ミ ドの 多 くは多 コ

ピー
で あ り，遺伝子 に よ っ て は ク ロ ーニ ン グ で きない 場

合があるため で ある．

　枯草菌 の 遺伝学 の 歴史は，実は分子遺伝学 の 歴 史で も

あ る．そ して 黎明期 の 分子遺伝 学の 発展 に は，多くの 日

本人研究者 の 貢献があ っ た．本 シ リ
ーズ 「生物工学基礎

講座 バ イオよもやま話」は若手 に 向けた基礎知識 と小ネ

タ の 提供 を目的 と され て い る が，ぜ ひ 若 い 方 々 に は，そ

れ ら知識 とあわせ，学問の 歴史的背景 も知 っ て い ただき

た い ．また 年配 の 方 々 に は，当時を懐か しん で い ただけ

れ ば幸い で あ る ．

黎明期の 分子遺伝学

　 1969 年度，筆者 は 京都大学農学部 の 4年生 で 常脇恒

一
郎教授が主宰 され る 実験遺伝学講座 に属して い た が，

農学部 は大学紛争 で 封鎖 され て お り，授業は行われて い

なか っ た．そ の と き「細菌 の 形質転 換」 に つ い て の 総説

をい くつ か読 み，初 めて齋藤先生 の お名前を知る ととも

に，枯草菌とい う微生物 も知 っ た．また，京都大学ウ イ

ル ス 研 究所 の 由良隆先生 の 「分子遺伝学」 の 講義 を聞 い

たときに，微生物を使っ た実験 で は こ こ まで 進 ん で い る

の か と驚嘆 し，微生物を材料と し た研究が した い と強く

志す よ うに な っ た．そ れ ら の こ とか ら 1970年に東京大

学理 学系研究科生物化学専攻修士課程に進み ，応用微生

物研究所 （現在の 分子細胞生物学研究所）第二 研究部 で ，

齋藤先生 の ご 指導の も と，枯草菌 の 研究 を 始 め る こ と と

な っ た．大学紛争の 煽 りで先生方の 応微研 へ の 出入 りが

困難に なっ た こ ともあ り，3年間休学 し，米国 カ リフ ォ

ル ニ ア 州 の ラ ホ ヤ に あ る ス ク リ プ ス 研 究 所 （当時 は

Scripps　Clinic　and 　Research　Foundationと称 して い た）

の 伊藤純悦先生 の 研究室へ 留学する こ ととな っ た （1973

年 11月〜1976年 10月）．こ こ で，筆者 は 黎 明 期 の 分 子

遺伝学を肌 で体験する こ ととな る．

　当時
一
部の 研究者を除い て，生命現象を理解する た

め に DNA を用 い て 研 究 を行 う者 に と っ て は 一般 的 に，

遺伝子を DNA と して 自由に取 り出 し増やすこ と （純化）

など夢の ような話だ っ た．ス タ ン フ ォ
ード大学の バ ーグ

教授 らが SV40　DNA に大腸菌 の 遺伝 子 を導入 し，真核細

胞 で 導入遺伝子が発現す る とい う異種 DNA の ク ロ ーン

化 に初 め て 成功 した の が 1972年 で あ る．翌年，ス タ ン

フ ォ ー ド大学 の コ ーエ ン 教授 と カ リ フ ォ ル ニ ア 大学 サ ン

フ ラ ン シス コ 校 の ボイヤ
ー

教授が，現在 で は広 く使用 さ

れ て い る制限酵素を使 っ て DNA を切 断し．リ ガ ーゼ に

よ っ て 再結合す る方法 を初 め て 試み ，組換 えDNA の 実

験 に 使用 で き る プ ラ ス ミ ドベ ク ターを開発 した．また

1974年 に，大腸 菌 の λフ ァ
ージ を用 い た ク ロ

ー
ン 化法

が報告 され た．

　 1974年から 1975年 に かけ て，ス タ ン フ ォ
ー

ド大学 の

チ ャ
ー

ル ズ ・
ヤ ノ フ ス キ

ー
教授 の 長男 で あるス テ イ

ー
ブ・
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ヤ ノ フ ス キー氏が伊藤先生 の 研究室 に テ クニ ッ シ ャ ン と

して 在籍 して い た．彼 と は年齢が近 い せ い もあ り，1年

の あい だ伸 よ く楽 しく過 ごせ た の は よい 思 い 出で あ る．

また当時は伊藤研究室 で枯草菌 の フ ァ
ージ （p29 を材料 と

して 研究 を行 っ て い たため Φ29DNA の 制限酵素地 図 の

作成 を考 えて い たが，DNA の ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動

もや っ た こ とがなか っ た筆者は，ス テ ィ
ー

ブ君が前年ま

で 在籍 し て い た カ リ フ ォ ル ニ ア 大 学 サ ン デ ィ エ ゴ

（UCSD ）校 の ヘ リ ン ス キ ー教授 の 研究室へ 習 い に 行 く

こ とが で きた．そ こ で ア ガ ロ
ー

ス の ス ラ ブゲ ル 電気泳動

の や り方や ，泳動後 の エ チジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで の 染色法

オ レ ン ジ色 の フ ィ ル ターを通 して の ポ ラ ロ イ ド写真 の 撮

影法な どを学び，簡単に か つ 短時間 に DNA が分離 ・検

出で きる こ とに 大変感激 した の を今 で も覚えて い る，

　そ うな る と，こ の p29DNA が ，当時ボイ ヤー研 究室

で精製さ れ た制限酵素EcoRI で も切断され るか否か，ど

うし て も試 し て み た くな っ た．知 人 を通 して EcoRI を

入手 で き た が ，そ の EcoRI の 入 っ た 極細試験管 を入念

に 覗 き込ん で み て も，ほ とん ど溶液が 目視で きな い ．そ

れ もそ の は ずで ，「い くら入 っ て い る か ？」 と聞 くと，

知人 は ニ コ ニ コ し な が ら 「0．5pl 」 と答えた．筆者 と伊

藤先生 は 互 い に顔を見あわせ て 苦笑 し，それ ほ ど貴重な

もの なの だと，あ らためて 認識 させ られた．と い うの も，

当時 は まだ制限酵素 が 市販 され て い ない 時代 で ，研究者

が 自分で調製した 制限酵素を，他 の 研究者が調製 した異

なる 制限酵素と交換 しあうの が慣例だ っ たの で あ る．

　 こ の よ うに 入手 で きたEcoRI が きわめ て 微量 で あ っ

た た め，そ の 極細試験管 に 直接 DNA を入れて 切 断す る

か，少 し希釈 して い くつ かの サ ン プル にテ ス トす る かで

迷 い ，結局，後者 を選 ん だ．結果 と して 無事に Φ29DNA

が切 断 され る こ とが わか り，そ の 後 は EcoRI を自分 た

ちで 調製 して，制限酵素地図を作 製した．

　 1976 年 に 入 る と枯草菌 で もベ ク ター系の 開発が行わ

れ．Staphylococcus　aureus の プ ラ ス ミ ドが形質転換で枯

草菌 に導入 で き，なおか つ プ ラス ミ ドベ ク ターと して使

え る こ とが，ス タ ン フ ォ
ー

ド大学 の レ
ーダーバ ーグ教授

の 研究室 に滞在 して い たエ ー
リッ ク博士 に よ り発見 され

た．こ れ らの プ ラ ス ミ ドは 薬剤耐性遺伝子 を持ち，枯草

菌で も発現 し，選択マ ーカーと して 使用 で きる．そ こ で

枯草 菌の フ ァ
ージ ベ ク ター系 の 開発 を 目指す こ と と し，

ス ク リ プ ス 研究所の ホ ッ ク博士が 新た に単離した枯草菌

の テ ン ペ レ
ー

トフ ァ
ージ ρ11 を，ホ ッ ク博士 自身か ら譲

り受 けた．

　 こ の フ ァ
ージ を 選 ん だ お も な理 由 は，B α cillus

amyloliquefaciens 　 H の 生産する制限酵素BamHI で そ の

DNA が 切断さ れ る こ と，テ ン ペ レ ートフ ァ
ージ と して

は大型 で ある こ とで ある．当時 よく研究 されて い た テ ン

ペ レート フ ァ
ージrplO5をはじめ Φ1，Φ2，　 tP15，　 rp29な

どの Φ シ リーズ は ジ ョ ン ・ス ピザイ ジ ン 教授 の も とで ラ

イ リー博士 が 単離し た フ ァ
ージで あ り，宿主は応微研 の

池田庸之助教授か ら譲渡されたB．amyloliquefaeiens 　 H

で あ っ た．その た め，こ れ ら はすべ て BamHI の 認識 配

列 を持たず，ま っ た く切断され な い ．こ の こ とは，当時，

筆者ら に とっ て 数少ない 利用可能 な制限酵素 の
一

つ で あ

る BamHI で 解析で きない こ とを意味し，後々 の 解析 に

不便 さを 生 じ る 可能性が あ っ たの で あ る．

形質導入 フ ァ
ー

ジの構築

　外 来 DNA の ク ロ
ー

ニ ン グ法の 開発を考えたとき，大

学 3 年生 で 読 ん だ
“
General　Geneties，　Srb　and 　Owen

”

（1967）1）
の ，欠失変異 を持 つ 染色体 と正常な 野生型 の 染

色体 の 対合図が参考に な っ た （当時，こ の ような染色体

対合 の 図 は一
般的 に 遺伝学の 教科書に描か れ て い た）．

　図 1の 左 に あ る通常 の 野 生 型染色体と欠失型染色体 の

対合 を逆 に捉 える こ とで ，右 図の ように欠失染色体を野

生 型 と考え，さ ら に野生型 の 染色体の ループ ア ウ トした

不対合 の 部分 をそ の 生 物 に 無関係 な外来 DNA と仮定

すれば，相同組換え活性の 高い 枯草菌の形質転換 を利用

す る こ と に よ っ て ，細菌の 染色体へ の 外来遺伝子 の挿入

（付加） もさほ ど困難 で は ない と考えた．そ し て，枯草

菌 の 染色体 に ク ロ ー
ン化 した DNA 断片をい か に取 り出

して 増幅するか を考えた とき，テ ン ペ レートフ ァ
ージを

用 い る こ と，つ まり特殊形質導入 フ ァ
ージ を構築すれ ば

い い の だ と閃 い た．

　実験を始め る に あ た り，枯草菌 の 染色体 DNA に 組込

む テ ン ペ レートフ ァ
ージ に は．百数十 kbの DNA を持 つ

大型 の フ ァ
ージ を用 い る こ ととし た．先述 した比較的小

型 （39kb ） の qlO5 を使うこ とも考えたが． こ の 大型

フ ァ
ージ で は，BamHl （先に述 べ たとお り筆者らに と っ

て数少ない
“
reち玉

”
の
一

つ ）で ρ11DNA が切断 され て

〔a ｝　 　 　 　 　 　　 （b｝
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 外来DNA

。 常＿ ΩL 組＿ ＿ Ω⊥
欠失　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 正 常

図 1．正 常な野 生 型染色体 と欠失染色 体の 減数分裂期 に お ける

相 同染 色 体 の 対合 図．左 図 は 通 常の 野 生型 染色 体 とそ の 相 同

染色体 の 欠 失型染色体が 対合 した 図 で ある．右図 は 欠失部分
を外来DNA （染色体部分） と考えた 時の 対合図で あり，対合
し た 相同 部分で の 組換 えの 結果外来遺伝子の 組込 み （ク ロ

ー
ニ

ン グ ）が 起 こ る もの と考え ら れ る．
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pltプロ ファ
ージ
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図2．ρllDNA の 五coRI 断片 に挟 まれ た枯 静菌 his遺 伝 子 を含

む DNA 断片が，受容菌染色体DNA に組 込 まれ た プ ロ フ ァ
ー

ジ ρllDNA に，ρllDNA の 相 同部分 の 組換 えに よ りク ロ ーニ

ン グ され る 際 の モ デ ル 図，参考 文献 2）よ り
一

部 改変．

その 物理地図 が 作成され て い た た め ，組換え体フ ァ
ージ

DNA を解析す る うえで 有利だ と考 えたの で あ る．また，

外来DNA 断片が挿入 （insertion　 or 　 addition ） （図 2a）

も し くは置換 （replacement 　or　substitution ）（図2b）さ

れる箇所 は，その プ ロ フ ァ
ー

ジDNA の 増殖 に 必須 な遺

伝子が存在 しな い 領域，つ まり子 フ ァ
ー

ジ 粒子 の 形成 に

影響 を 与 え ない 領域 で なけれ ば な らな い （そ うで な い と，

組換え体 フ ァ
ージ が増殖 で きず組換 え体 DNA が回収 で

きない ）の だ が，そ の 可能性 は大型 フ ァ
ージ DNA を用

い た ほ うが 大 きい と予想 さ れ た の も選択理 由の
一

つ で あ

る．もちろ ん，得 られ た 組換 え体 DNA 分子が大 きけれ

ば 大 きい ほ ど解析は 難 し くな る が，まず は 組換 え体

フ ァ
ージ の 構築 が 可能 か 否か を検証す る こ とが 最重要課

題 で あ っ た た め，便利 で 簡単なクロ
ー

ニ ン グ法 の 確立は

後で 考える こ と に した．

　 制限酵素 は，選択 の 余 地 もなか っ た た め，EcoRI に 決

め て い た，再結合 を 行 うT4 リガーゼ は，当時，応微研

の 第五 研 究部 の 助手を さ れ て い た 山根國男先 生 と共 同

で ．T4 フ ァ
ージ 感染 菌 か ら調製 した．筆者 は ス ク リ プ

ス 留学 時代 に UCSD の ガ イ ドシ ェ ッ ク教授 か ら貰 い 受

けた T4 フ ァ
ージ を使 っ て 大腸菌 の 感染菌か ら T4 リガー

ゼ を 調製 し た こ とが あ っ た た め，そ の 経験 が 大 い に 役

立 っ た．こ れ で 制限酵素と リガーゼ，そ して テ ン ペ レー

トフ ァ
ージ は解決し た．次は 目的とする遺伝子 で あ る．

そ れ に は，留学中 に EeoRI 処 理 に よ り形 質転換活性が

あ ま り低下 し な い 栄養要求マ ーカーを調べ て い た の で ，

躊躇なくLys とHis を選ん だ．ア ミ ノ酸合成 の 変異 の 場

合，野生 型 が 変異型 を 相補 し て 表現 型 と し て 野生 型 が 現

れ，容易に非栄養 要求型 として 選択 で きる ため で あ る．

　 こ こ まで くれ ば何 も問題 な い ように見え る が，こ の 過

程 で 何度 も齋藤先生 に相談し．議論を交わ した．と い う

の も，枯草菌 の 形質転換実験 に は 難 しい とこ ろ が あ り，

と きに は 細胞 が 溶菌 し た りして 形質転換頻度 が 大 き く変

動す る こ と があ っ た ため，円滑に 実験 を遂行する に は実

験者 の 経験 に 依存せ ざる を得な い 状 況があ っ たた め で あ

る．そして 当時，齋藤先生 は 日本 で 「枯草菌 の 形質転換

の 神様」と呼ばれ る ほ ど，枯草菌の 形質転換につ い て 隅 々

まで 熟知 した研究者の
一

人で あ っ た．

　 テ ン ペ レ
ー

ト フ ァ
ー

ジ をプ ロ フ ァ
ージ と し て 染色体

DNA に 組込ん だ溶原菌を受容菌と して 用 い た と きに は，

コ ン ピ テ ン ス 細胞 で はプロ フ ァ
ージが 誘発され やすい 生

理条件下 に あ り，し ば し ば 溶菌 して 形質転換 の 頻 度 を低

下させ る こ とが知ら れ て い た （現在は，コ ン ピ テ ン ス 細

胞 で RecA の 発現が誘導さ れ る た め に相同組換能の 向上

に あ わ せ て プ ロ フ ァ
ージ誘発 が 高 ま る こ と が 分子 レ ベ ル

で証明さ れ て い る）．こ うし た背景か ら，当時 は．溶原

菌 を受容菌 とし て 用 い る とい う発想は ほ と ん ど なか っ

た．そ れ ら を考慮 し つ つ 齋藤先生 に 相談 し た と こ ろ，

「（そ うし た デ メ リ ッ トが）分 か っ て い るの な ら，（よ け い ）

や っ て み ない と分か らな い ね」と言 わ れ，無駄な実験 だ

とは 仰 ら な か っ た．い か に可 能性 が 低 くて も，予測 だ け

で 結論 は 下 せ な い と い うこ と だ ろ うか．実 験 が う ま くい

かな い ときに 相談 して も，否定的な こ とは 決 し て仰らず，

「ああ した ら どうか ？」「こ うし た ら どうか ？」 と，常 に

前向 きな指針 をお示 しくだ さ っ た．

　実験 の ア イデ ア に 関 して も，「プ ロ 野球の バ ッ ターだっ

て ，3割打者 は た い した もん なん だぜ ．科学 の 分 野 で も，

10個 の ア イデ ア を出 し て 3個成功すれ ばた い した もん だ

ろ ？　 出す ア イデ ア すべ て 当た っ て い たら，今頃 や る こ

と がなくなっ て い る か もな」 と，べ らん め え調 で 励 ま し

て くだ さ っ た．こ の よ うに ，科学研究 に おい て，ど こ か

人間臭 さの あ る教 えを授け て くだ さ っ た こ と を．今 で も

大変感謝 して い る ．

　先 生 の お 言葉 に 勇気 を得 て ．成功す る 可能性 が 低 い こ

と も承知 の 上 で 何回か実験 を繰 り返 し，頻度 に 差はあ る

もの の 再現性 よ くHis ＋ と Lys＋ の 形質転換体 を得 る こ と

が で き，さ らに ，こ れ ら の 形質転換体 か ら特殊形質導入

フ ァ
ージ を得 る こ と がで きた

2）．pllDNA は EcoRI で 30

以 上 の DNA 断片を与える た め，残念なが ら，こ れ らの

遺伝子 を含 む EcoRI断片 の 精製 純化 は で き な か っ た が，

実験 的 に組換え体フ ァ
ージ が 形成され，誘発 に よ り特殊

形質導入 フ ァ
ージ も形成され る こ と は証明で きた （図 3）．
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枯 草菌野生 型DNA pllDNA

Hls＋もしくはLys＋形 質転換体を選択

↓
マ イトマ イシン C処 理 によりフ ァ

ー
ジを誘 発 し，

His＋ もしくは Lys＋ 特殊 形質 導 入活 性を調 べ る

図 3．His＋ も し くは Lys＋特 殊形 質導 入 フ ァ
ージの 構築 法

プ ロ フ ァ
ージ形質転換 （prophage　transformation ）

　栄養要求 マ ーカー遺伝 子 の ク ロ ーニ ン グ が で きる と判

明し た た め．次に，枯草菌の 胞子形成遺伝子の ク ロ ーニ

ン グ を試 み た．そ の際，胞子形成遺伝子の なか で も多面

的 な表現 型 を示 す，sρoO と呼ば れ る 胞子 形成 開 始遺伝

子群 に 絞 る こ と に した．枯草菌 は ，胞子形成遺伝子 に 変

異が入 る と胞子 を形成 で きな い の で ，容易 に 識別で きる．

当時，巨大な染色体 の 逆位変異体 を用 い た部分二 倍体 の

研究か ら，枯草菌 で は spoOA 　me伝子 は 野生型が優性 （顕

性） で ある こ と．また
一

方 で spoOF 遺伝子は高度 に リ ン

酸化 さ れ た ア デ ノ シ ン の 合成酵素 の 可能性 が あ る とい う

報告があ っ た た め，広 島大学理学部 で 枯草菌の 胞子形成

を研究 され て い た小林泰夫先生 と 共同 で spoO 遺伝子 の

ク ロ
ー

ニ ン グ を開始 し，筆者が spoOF3
），小林研 の 広近

洋彦 さん が sρoOB4
）
の ク ロ ー

ニ ン グ に 成功 し た．また，

こ の 系を用 い て，山根國男先生はプ ラ ス ミ ドで ク ロ
ーニ

ン グ で きなか っ た 枯草 菌 の α一ア ミ ラ
ーゼ の 遺伝子 を，

福山大学 の 藤田泰太郎教授 は グ ル コ ン 酸 オ ペ ロ ン の ク

ロ
ー

ニ ン グを行 っ た．

　次 に ，筆者 と同 じ研究室 の 飯 島忠子博士が比較的小型

の テ ン ペ レ
ートフ ァ

ージ Φ105 を用 い ，metB 遺伝子 で も

同様の 方法が 可能で あ り，か つ EcoRI 断片 と して metB

遺伝子 を回収で きる こ と を明 らか に し た．さ ら に，電子

顕 微 鏡 を 用 い て 組 換 え 体 フ ァ
ージ の DNA の ヘ テ ロ

デュ
ープ レ ッ ク ス 解析を行 い ，コ ン ピテ ン ス 細胞内で 期

待ど お りの 組換えが プ ロ フ ァ
ージ DNA と の あ い だ に 起

きて い た こ と も証明 した
5），

　1979 年かそ の 翌年か記憶が定か で は ない が，ス クリ

プ ス 研究所 の 伊藤先 生 か ら久しぶ りに 電話をい た だ い

た．ハ
ーバ ー ド大学 の ロ ージ ッ ク 教授 か ら，今年度 の

ASM （ア メ リカ微生物学会）の 会議の ミニ トーク で 「プ

ロ フ ァ
ージ を用 い た ク ロ ーニ ン グ法」につ い て話 して ほ

しい と の 誘 い が あ る の で こ ら れ な い か ？ と の こ と だ っ

た．筆者 は す ぐ齋藤先生 に この 話を伝え，「ぜ ひ （先生が ）

参加 して ，宣伝し て きて くだ さ い 」とお 願い し た．そ の

旨 を伊藤先生 に 伝 え る と，少 し不満 な ご様子 が うか が え

た，先生 に して みれば，弟子 の
一

人 で あ る筆者を久しぶ

りに ア メ リ カ へ 呼ん で あげ よ うと い う親心が あっ た の で

は ない か と推察 して い る．あ りが た い こ とで あ る．

　そ の 後，両先生 に お願 い して 無事に齋藤先生 が招待さ

れ る こ と と な り，齋藤先 生 に よ っ て ，こ の ク ロ ーニ ン グ

法が ASM で 紹介 された，帰国後 の 先生 は 非常 に ご 機嫌

で，「『Dr．河村 は，溶原菌 の 形質転換率が非常 に 低 い と

い う事実を無視す る ほ ど若か っ た か ら，こ の 方法の 開発

に 成功 した』 と紹介す る と，ど っ と 笑 い が きて ウ ケ た

よ」 と話 して くださ っ た．こ の ように先生 は ジ ョ
ーク も

一
流 （？） だ っ たが，続 い て，「今後 も，こ の ク ロ

ー
ニ

ン グ系を口頭 や 論文 な どで 発表して ，よ り多 くの 研究者

に理解して もらうため に は，こ の 方法 につ い て
一

言 で 理

解 で きる よ うな 適切 な名前を付け る必要 を感 じ た．そ こ

で 考 えた の が 『プ ロ フ ァ
ージ形質転換 ，Prophage 　 trans−

formation』 だが， こ れで ど うだ ？」 と仰 っ た．筆者 は

即座 に，「い い で すね．そ れ で 結構で す」 と答えた．そ

れが，こ の ク ロ
ー

ニ ン グ法 の 命名 の 瞬間で あ り
6） （図4），

つ まり，
“
名付 け親

’
は齋藤先生 とい うこ と にな る．

　 そ の 後，効率の よい テ ン ペ レ
ー

トフ ァ
ージ シ ス テ ム が．

後輩 の 吉川博文博 士 （現 東京農大教授）や英 国 ニ ュ
ー

キ ャ ッ ス ル 大学 の エ リン トン 教授 らに よ っ て 開発 されて

い る ．と りわ けエ リ ン ト ン教授 は こ の 方法 を気に 入 っ た

の か，本手法 を用 い て 数多 くの 胞子形成遺伝子 の ク ロ ー

ニ ン グを行 っ た．

　 こ の 方法 の メ リ ッ トは，コ ピー数 （遺伝子増幅）効果

を排除 で きる こ と に あ る，巧妙 に 制御 さ れ て い る遺伝子

の 多 コ ピー
プ ラ ス ミ ドへ の クロ

ーニ ン グは，細胞 の 代謝

系な ど を乱 し．結果 と して 宿 主 細胞 の 増殖 を 阻害す る こ

と が ある，spoOA ＋，　 sρoOF ＋遺伝子 が と もに 1 コ ピー
の

場合 は，それぞれ の 変異 を相補 して Spo＋ の 表現型 を示

すが，枯草菌の 多 コ ピープ ラ ス ミ ドに ク ロ ーニ ン グ した

場合 は，増殖阻害や 胞子形成 阻害 を 引 き起 こ す．さ ら に，

枯 草菌 の α
一ア ミ ラ

ーゼ や SpoOFや SpoOA の 遺伝子 を大

腸菌 の 多コ ピープ ラ ス ミ ドに ク ロ ー
ニ ン グ す る こ と は で

きな い ．

　 現在 で は PCR 法 も開発 され，本手法は 利用 さ れ る こ

とが な くなっ た が，こ の 手法が枯草菌 の 分子遺伝学研究

の 黎明期 に お い て 多 くの 知見 の 創出 に貢献した と自負 し
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枯 草菌 Spo＋株 DNA 　 　 　 pllDNA
「VIANvvwvwwwN

両DNA をEcoRIで 切 断、
ライゲ

ーシ ョン

　　　　　　　　
s
瞳

＋

一 鯉

ヤ 喰
議

て い る．また，土壌細菌叢 の メ タ ゲ ノ ム 解析 な ど に お い

て ，多コ ピー化を介さずに 目的遺伝子 を 固定化
・増幅し

利用す る こ と な ど．工 夫次 第 で．今後 も活用 す る 機会 が

あ る か も しれ ない と感 じ て い る．

sρoOF ・の pt1溶原菌に形 質転換し、
Spo＋となる形 質転換体を選 択

韈 認
NA 断片に よる ↓ 。。フ 。

．。形質転換

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 SρOF
−

　 　 　 　 　 SρOF

　 　spoO−
一 一

おわ りに

SρoOF ＋ 一一一‘・；．

↓ ↓

↓

sρ　 F曹

ερ00F ＋

↓
ファ
ージを誘発 し、spoOF 一株 （非溶 原菌 ）に形質 導 入

↓ ↓
s　　F一

fiρoOF ±

Spo＋株 は得 られ ない Spo＋株を取 得
→

ρllへ の クロ
ー

ニ ング完了

図 4．プ ロ フ ァ
ー

ジ 形 質転 換法 に よ る spoOF ＋遺伝子 の ク ロ
ー

ニ ン グ．参考 文献 6）よ り
一

部改 変．胞 子 形成 能 を 有す る 枯 草菌

（Spo＋ 株 ）の DNA ，お よ び ρIIDNA を 酵素処 理 し，ラ イ ゲ
ー

シ ョ ン を行 っ た 反応液 に は，ρll　DNA 断片 と標的遺伝子 （こ

こ で は spoOF ）を含 む DNA 断片が 目的通り結合 し たDNA に

加え，pll　DNA 断片 と結合 し なか っ た標的遺伝子断片な ども

存在す る．その た め，この 反応 液を 用 い て 胞子形 成欠 損株（Spo一

株） に形質転 換 し胞子 形成能を回 復 し た 株を取得 した 場合，プ

ロ フ ァ
ー

ジ 形質転換体 （右パ ネル ） に 加え，標的遺伝子断片
の みが 細胞内に取 り込まれ，Spo＋ とな っ た株 （左 パ ネル ）も

取 得 さ れ る．そ の た め ，形 質転 換体 を 取得後，フ ァ
ー

ジ を誘

発 し，Spo一を 示 す ρ11非溶原 菌に 再 度 形 質導入 を行 い ．　 Spo＋

株の 出現 頻 度 を調べ る こ とに よ り，目 的 とす る 遺伝子断片が

pl1 に クロ
ー

ニ ン グ され た株 の み を取得 し た．

　正 直な と こ ろ，もともと文章執筆を得意とせず，何か

を依頼 さ れ た 日か ら苦痛が 始ま る とい うの が 常で あ っ

た．しか し今 回 は，締切 り間際 に齋 藤 日向先 生 の 訃報 に

接 し，先 生 を偲ぶ気持ち が筆者を机に向か わ せ ，自身，

当時の こ とを懐か し く思 い 起 こ し なが ら筆を進 め る こ と

が で きた．

　院生 や学生 と接する とき，齋藤先生 な ら何とい わ れ る

だろ うか と考え る．先生 は よ く諺 と諺もどきを交え て話

を し て くだ さ っ た．「人 見 て法を説 け」「去 る者は 追 わず

来 る もの は拒 まず」「困 っ た 時 の 空元気」「火事場 の 馬鹿

力」「捨て る神あれ ば拾 う神あ り」な ど，門下生 が 聞け

ば懐 か し く，き りが な い が，常 に希望 を 与えて い た だ き

なが ら楽しい お 酒を ご一緒した．先生の ご冥福を心 よ り

お祈 りい た し ます．
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