
〈研究の目的と進め方〉
細胞性生物の増殖機構の全体像を明らかにするため、

大腸菌を用いて増殖に最低限必要な遺伝情報（必須遺伝
子、最小必須遺伝子群、染色体必須領域）を同定し、そ
れらの機能を明らかにすることを目的とした。
必須な遺伝情報の同定にはトランスポゾン挿入変異株と
長い領域にわたる欠失変異株を利用した。また機能未知
必須遺伝子の解析では、遺伝学的手法を効率良く導入し、
高温感受性変異株、また抑圧変異株を単離して解析した。

〈研究開始時の研究計画〉
（１）全必須遺伝子の同定
(A) トランスポゾンによる網羅的破壊株作製

トランスポゾンによる破壊株の作製を網羅的に進める
ことによって、必須遺伝子を同定する。

(B) 系統的な染色体広域欠失変異作製
染色体広域欠失変異を系統的に作製し、欠失させる事
ができなかった染色体領域より新規必須遺伝子を同定
する。

（２）新規必須遺伝子の機能解析
(A) 高温感受性変異株の単離

同定された新規必須遺伝子について高温感受性変異株
を単離する。

(B) 抑圧変異株の単離、解析
高温感受性変異株から抑圧変異株を単離し、抑圧遺伝
子、多コピー抑圧遺伝子を同定する。

(C) 網羅的な一次機能解析
高温感受性変異株、抑圧変異株について、細胞、染色
体の形態などを中心に網羅的な解析を行う。

〈研究期間の成果〉
（１）全必須遺伝子の同定
(A) トランスポゾンによる網羅的破壊株作製

破壊株作製法の基本的な考え方は、まず大腸菌の染色
体断片を持つラムダファージ（小原クローン）上の染
色体遺伝子をトランスポゾン挿入により破壊し、この
破壊された遺伝子を、相同的組み換えにより染色体上
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の相当遺伝子と置換しようというものである（図１）。

具体的にはまず小原クローンを、トランスポゼースが
発現しているためにトランスポゾン（ミニTn10 (KmR)）
の転移が起こる株に感染させる。その株からラムダファ
ージを回収すると、その中にラムダファージ上の大腸菌
の染色体断片にトランスポゾンが挿入されたものが含ま
れている。回収したラムダファージを別の大腸菌（ラム
ダファージの変異型cIリプレッサー（高温感受性変異体）
が発現している株）に感染させ、溶原化した株（ラムダ
ファージ上の染色体部分の相同的組み換えにより染色体
に挿入された株）をカナマイシン耐性のコロニーとして
単離する。ここで重要なのは、この株ではラムダファー
ジにクロ－ン化された染色体領域に関しては２倍体とな
っているので、シス位に存在する遺伝子で相補された形
で「必須遺伝子の遺伝子破壊株も分離されている」とい
う点である。どの遺伝子に挿入されたかについては、フ
ァージを誘発して得られるファージ溶菌液を利用した挿
入部分の塩基配列決定により簡単に知る事ができる。

溶原化した株を42℃で培養すると、ラムダファージの
変異型cIリプレッサーが失活してラムダファージが増殖
するために、大半の株は死ぬ。しかし溶原化している間
に相同的組み換えがもう一度起こり、ラムダファージが
染色体から切り出され、しかも細胞から消失した株は
42℃でも生き残る。その中からカナマイシン耐性のもの
を選択することによって、ラムダファージの持つ染色体
領域にトランスポゾンが挿入されたものが、もともと染
色体上にあった同じ領域と入れ換わったもの、つまり遺
伝子破壊株、を得ることができる。ただしラムダファー
ジが染色体から切り出されて細胞から消失した株は１倍
体であるので、もしトランスポゾンが必須遺伝子に挿入
された場合には破壊株が得られない。逆の言い方をすれ
ば42℃でカナマイシン耐性のものが得られるかどうかを
調べることにより、挿入された遺伝子が必須遺伝子かど
うかについての情報を得ることができる。

ラムダファージが染色体から切り出される段階で、相
補するプラスミド（ミニFプライム）を共存させれば、
トランス位で相補した必須遺伝子の破壊株が得られる。



相補するプラスミドとして複製が高温感受性のミニFプ
ライムを用いたり、トランス位で相補する遺伝子に特異
的に変異を導入する事により、容易に必須遺伝子の高温
感受性変異株を作製することができるので、これらは機
能解析に用いることが出来る。

既知必須遺伝子の変異株は、全て予想通りシス部分２
倍体から１倍体破壊株を分離することが出来なかった。
さらにこのような必須遺伝子の表現型を示す未解析遺伝
子も同定された。またトランスポゾン挿入変異株の生育
の程度も、生育するものとしないものというように単純
ではなく、平板上で、目に見えるコロニーを全く作らな
い遺伝子から、やっと目に見える程の極小コロニーを作
るもの、微少コロニーを作るもの、小コロニーを作るも
の、正常なコロニーを作るものまで連続的であり、単純
に必須、非必須と判定することは困難であった。

3,837遺伝子（87.1%）の破壊に成功した（表1）。二倍
体破壊株の解析からは、増殖に関与するものとして370個
の遺伝子が同定された。

(B) 系統的な染色体広域欠失変異作製
初めに大腸菌の全遺伝子についての論文を網羅的に調
べることにより、全遺伝子を文献的に必須遺伝子、非
必須遺伝子、必須かどうか不明な遺伝子に分類し、既
知必須遺伝子の整理を行なった。また既知の比較的長
い領域にわたる染色体欠失変異についても整理を行な
った。これらの結果については、山崎由紀子博士（遺
伝 研 ） と 共 同 で デ ー タ ベ ー ス P E C < h t t p : / /
shigen.lab.nig.ac.jp /ecoli/pec/index.jsp>構築をして
公開した。（研究発表リスト19）
次に既知欠失変異領域や既知必須遺伝子を除いた領域
に対して、大腸菌の相同組換え系とColE1系プラスミ
ド、polAts変異を用いたシステムにより、欠失させる
染色体領域をKmR遺伝子に置換し、網羅的に平均約
20kbの欠失変異（中規模欠失（MD））を作製した。
また中規模欠失株を取得できなかった領域について欠
失株（小規模欠失(SD)）を作製した。具体的には、 l
ファージのred組換え系を利用し、PCRで調製した
DNA断片（欠失させたい領域に隣接する40merの配列
を両側に付けたCmR遺伝子断片）を用いて、欠失させ
る染色体領域をCmR遺伝子に置換した。また必須遺伝
子を含む領域については、ミニFプラスミドに必須遺
伝子をクローニングし、そのプラスミドの存在下で染
色体欠失株を作製した。

さらにこれらの方法で欠失変異が作製できなかった
領域については、細胞内で特定の染色体領域をプラス
ミドに移すシステムを構築して、染色体欠失変異を作
製した（FRTシステム）。具体的には、大腸菌の相同組
換え系を利用して、欠失させる染色体領域の近傍の領
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域をクローニングした2種類のプラスミド（FRTの配列
を持つプラスミド）を染色体に組み込み、FLP組換え
酵素を発現させてFRT間での組換えを誘導することに
より、細胞内でFRTに挟まれた染色体領域を欠失させ
ると同時に、その領域をクローニングしたミニFプラ
スミド（複製が高温感受性のプラスミド）が存在する
状態にした。

(i) 必須遺伝子の同定
未知遺伝子の多くを含む領域について欠失変異の作製
を試み、欠失させる事のできなかった領域についてさ
らに小規模な欠失変異の作製を試みることにより領域
の特定を進め、新規必須遺伝子を同定した。また必須
遺伝子を含む染色体領域についても、必須遺伝子をク
ローニングしたプラスミドにより相補した状態で欠失
変異を作製した。

系統的網羅的な染色体広域欠失変異株作製において、
プラスミドで相補させた領域内の遺伝子は494遺伝子にな
り、そのうち文献情報から我々が必須であると判断した
遺伝子及び実験的に必須遺伝子であることを確認できた
遺伝子は275遺伝子になった。またこの「相補領域内遺伝
子群」、494遺伝子を、すでにOstermanらにより報告され
ているトランスポゾンを用いて同定された619の必須遺伝
子と比較することにより、さらに59遺伝子が必須遺伝子
と予想し、計334遺伝子を現段階での全必須遺伝子と考え
た（図３）。



この我々が現時点で考えている大腸菌の全必須遺伝子
（334遺伝子）を、枯草菌で同定されている271の必須遺伝
子と比較したところ、必須遺伝子として両者で保存され
ているものは約65%（189遺伝子）にすぎなかった（図４）。

大腸菌の全必須遺伝子と考えている334遺伝子と、枯草
菌の271の必須遺伝子を機能別に分類して比較したとこ
ろ、共通ではない必須遺伝子は、表層系や補酵素の合成
遺伝子などに多く、グラム陰性菌とグラム陽性菌のそれ
ぞれの細胞の特徴を反映していているように思われた

（図５）。

(ii) 大規模欠失変異株の作製（染色体の縮小化）（研究発
表リスト12）

系統的に作製した染色体広域欠失変異の情報を基に、
長く連続する非必須領域について大規模欠失変異（ユ
ニット）を作製し、それらを組み合わせることによっ
て、染色体全体を縮小させた（図６）。
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作製にあたっては、欠失部位にマーカーなどを残さな
い大規模欠失変異を比較的容易に作製し、またそれらを
組み合わせるシステムを独自に構築した。具体的には、l
ファージのred組換え系を利用し、ポジティブ選択用のマ
ーカー (CmR)とネガティブ選択用のマーカー(rpsL+,
sacB)を組み合わせたカセットを用いた二段階の組換えに
よって、欠失部位にマーカーを残さない形の欠失変異を
作製した（図７）。

この方法を用いて約２０の大規模欠失変異（ユニット）
を作製し、それらのうちの１５のユニットを組み合わせ
ることに成功し、最終的に染色体のサイズを30%弱小さ
くした菌株を作製することができた（図８）。

作製した大規模欠失株についての性質を調べたところ、
細胞の形態が野生株と異なる場合があることを見出した。
大規模欠失変異のユニット１６個を種々に組み合わせた
菌株を顕微鏡により観察したところ、細胞の縦、横の長
さに様々な変化が見られた。これらのユニットを単独で
持つ菌株についても調べたが、それらでの変化より、ユ
ニットを組み合わせてできた菌株での変化は大きかった。
この結果は、単独ではそれほど細胞の形態に影響を与え
ない非必須遺伝子の欠損がいくつか重なって、大きな変
化が出たものと考えられる。



細胞増殖の一つのプロセスが、一つのシステムによっ
て支えられている場合、そのシステムに関わる遺伝子は
必須遺伝子として同定される。しかし一つのプロセスが、
複数のシステムによって支えられ、それらのシステムの
うちの一つでも機能していれば生育する場合、それらの
システムに関わる遺伝子は非必須遺伝子として同定され
る。その遺伝子を破壊しても表現型が見つからない場合
も多い。大規模欠失変異株では、複数のシステムが機能
しなくなる場合があるかもしれない。その場合、残った
システムに必要な遺伝子が必須遺伝子になる場合もある
だろうし、必須遺伝子にならなくても、欠損によって大
きな変化が起こることが充分に考えられる。機能未知の
非必須遺伝子には、少なくとも実験室で培養する条件で
は機能していない遺伝子と、機能しているがその遺伝子
を破壊しても変化が見つけられない、つまり機能が見え
ない遺伝子があると考えられる。後者について、その機
能を明らかにする時には、染色体を縮小化した菌株が有
用になると思われる。

また作製した大規模欠失株及びそれらの作製に用いた
大規模欠失変異のユニットを持つそれぞれの菌株につい
て、フローサイトメトリーにより染色体複製開始調節に
ついて調べたが、多くのものについてはそれほど大きな
異常は見られなかった。しかし核様体の存在状態、動態
が大きく異なり、野生株では細胞中心部に１ー２個の核
様体が見られるのに対し、欠失株では核様体がいくつか
の小さな塊になっており、しかも細胞の中心部に存在す
るのではなく、細胞全体に散らばって存在していること
がわかった（図９）。大規模欠失株では細胞の幅が大きく
なっており、以前、細胞の幅が大きくなった変異株で同
様な性質が報告されているので、細胞の形の変化による
二次的な影響と考えられる。

原核生物の染色体分配の機構は、長年、多くの研究者
によって研究されてきたにもかかわらず、まだそのメカ
ニズムが明らかになっていない。染色体を縮小化した菌
株では、核様体は異常であるものの、無核の細胞はほと
んど見られないので、染色体分配の機構は機能している
と考えられる。核様体が野生株とは異なっているが、詳
細に観察すると、一時的な染色体の凝集と細胞の極への
移動と考えられる大変興味深いプロセスが見られた。野
生株で染色体を観察した場合、いくつかのプロセスが重
なっているため、染色体分配という研究対象のプロセス
が見え難くなっているのかもしれない。それに対して染
色体を縮小化した菌株ではそのいくつかのプロセスが欠
損しているために、研究対象のプロセスが見えやすくな
っている可能性がある。今後、野生株よりも単純なシス
テムとして染色体を縮小化した菌株が利用され、野生株
では難しいプロセスの解析が進むかもしれない。
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(iii) 網羅的な欠失変異株の作製
中規模欠失（MD）、小規模欠失(SD)、大規模欠失

（LD）では欠失変異を作製することができなかった染色
体領域について、細胞内で特定の染色体領域をミニFプ
ラスミドに移すシステム（FRTシステム）を構築して解
析を進めたところ、欠失変異を作製することができた。

従って大腸菌染色体の全領域について、必須遺伝子が
存在しない領域についてはそのまま欠失させ、必須遺伝
子が存在する領域についてはその必須遺伝子をクローニ
ングしたミニFプラスミド存在下でその染色体領域を欠
失させることにより、oriC, terC以外の全ての染色体領域
を欠失させることができた（図１０）。この結果は、大腸
菌の染色体には、oriC, terC以外に、唯一存在するシスに
機能する染色体必須領域はないことを意味し、大変興味
深い。

（２）新規および機能未知必須遺伝子の機能解析
系統的な欠失変異作製の過程で同定された新規必須遺

伝子を含めた、まだ機能が明らかにされていない必須遺
伝子について機能解析を行なった。基本的な方法として
は、高温感受性変異株を単離して表現型を調べるととも
に、高温感受性変異株から抑圧変異株を単離して関連遺
伝子を同定し、それらの遺伝学的解析の結果を基に生化
学的、分子生物学的な解析を行なった。遺伝学的解析を
効率的に進めるためには、高温感受性変異株、抑圧変異
株を単離、解析するシステムを構築した（図１１）。



(a) 染色体複製開始調節に必須なhda遺伝子の解析
（研究発表リスト1, 2, 3, 7, 10, 11, 13, 15, 16）

(i) hda遺伝子の同定と解析（研究発表リスト2）
染色体DNAの複製は、細胞周期あたり一回だけ複製が
起こるように厳密に制御されている。この調節機構に
ついてはこれまで多くの研究により種々の興味深い機
構が明らかになってきたが、本質的な問題を含めまだ
まだわからない点が多い。

大腸菌の染色体複製開始にはDnaA蛋白質が重要な働
きをしている。DnaA蛋白質は複製開始起点(oriC)に結
合し、結合部位周辺に局所的な変性を引き起こす。そ
の結果、DNAらせんが巻き戻された場所ができ、そこ
に複製のための分子装置が組み立てられる。まずヘリ
カーゼであるDnaB蛋白質が入り、やがては複製反応の
主役であるDNAポリメラーゼIIIがセットされ、実際の
複製反応が開始する。

この複製開始反応を調節する機構の一つが「DnaA蛋
白質の不活性化(RIDA, Regulatory Inactivation of
DnaA)」である（図１２）。DnaA蛋白質は細胞内で
ATPが結合した活性型として合成される。それがDNA
ポリメラーゼIIIによる複製開始反応が起きると同時
に、ADPが結合した不活性型に変換される。この不活
性化が起こらないと、一度複製開始反応が起きた直後
に再び複製開始反応が起こり、その結果過剰な複製開
始が起こってしまう。DnaA蛋白質は細胞内でATPが結
合した活性型として合成される。それがDNAポリメラ
ーゼIIIによる複製開始反応が起きると同時に、ADPが
結合した不活性型に変換される。この不活性化が起こ
らないと、一度複製開始反応が起きた直後に再び複製
開始反応が起こり、その結果過剰な複製開始が起こっ
てしまう。
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この機構については片山博士らにより詳細な研究が行
われていて、DNAポリメラーゼIIIのサブユニットの一つ
で、連続的な複製反応に必須な「スライディングクラン
プ」として働くbサブユニットが、このDnaA蛋白質の不
活性化の反応に必須であることが明らかにされていた。
しかしそれだけでは不十分で、IdaBと名付けられた未知
の因子が必須であることが生化学的な研究によりわかっ
ていた。

本研究では、まず大腸菌の染色体複製の過程に欠損を
持つ新規変異株の単離と関連遺伝子の同定を行なった。
染色体のモデルと考えられる低コピープラスミドである
ミニFプラスミドを利用した方法により、複製に関する
新規遺伝子を探索したところ、DNAポリメラーゼIIIのb
サブユニットの変異の多コピ－抑圧遺伝子として、DnaA
蛋白質と相同性を持つ蛋白質をコードする新規hda遺伝
子が同定されてきた（図１３）。

hda遺伝子は生育に必須であり、いくつかの遺伝学的
な解析から、Hda蛋白質はoriCにおけるDnaA蛋白質の機
能を抑える働きをしていると考えられた。そこでDnaA蛋
白質のATP型（活性型）からADP型（不活性型）への変
換について生化学的に試験管内で調べたところ、Hda蛋
白質がこの変換に必須な働きをしていることが明らかに
なった。つまりHda蛋白質が、それまで正体が明らかで
なかったIdaB因子そのものであることが明らかになっ
た。

また実際に細胞内でも複製開始調節に働いていること
を明らかにするために、hda遺伝子の高温感受性株を単
離して調べた。その結果、非許容温度で培養した変異株
では複製開始が過剰に起こっており、Hdaは生体内でも
染色体複製開始の調節に必須な働きをしていることが明
らかになった。また変異株の解析から興味深いことに、
開始過程だけではなく伸長過程にも関与していることが
わかってきた。

本研究により、大腸菌の染色体複製開始調節機構の一
つである「DnaA蛋白質の不活性化」に必須なもう一つの
因子の正体が明らかになった。それは予想もしていなか
ったことにDnaA蛋白質と相同性を持つ、同じファミリー

（AAA+蛋白質群）に属する新規蛋白質であった。これら
AAA+蛋白質群の相互作用による、DnaA蛋白質の不活性
化の具体的な分子機構は、今後の問題であり非常に興味
深い点である。

(ii) 抑圧遺伝子ygfZ遺伝子の同定と解析（研究発表リスト
18）
染色体複製開始調節に必須なhda遺伝子の高温感受

性変異株から抑圧変異株を単離し、その抑圧遺伝子と
して細胞増殖に重要な新規ygfZ遺伝子を同定した。
ygfZ遺伝子の欠失変異株を調べたところ、特に低温で
の細胞の生育が著しく阻害されること、またygfZ欠失
変異はhda高温感受性変異だけでなくhda欠失変異によ
る致死性をも抑圧することが分かった。さらにygfZ



hda二重欠失変異株の複製起点（oriC）、複製終結点
（terC）のコピ－数を調べたところ、hda欠失変異によ
る過剰な染色体複製開始と複製の伸長阻害がygfZ欠失
変異により部分的に回復していることがわかり、実際
にYgfZタンパク質がDnaAタンパク質の不活性化に関与
することが示唆された。

さらにygfZ変異株から単離された抑圧変異を同定し
たところ、tRNA修飾に関与することが知られている
trmEの変異であることがわかった。そこでYgfZタンパ
ク質もtRNA修飾に関与する可能性を考えてygfZ欠失変
異株におけるtRNAの修飾についての解析を共同研究者
に依頼したところ、tRNA修飾の一つであるm2Aが低温
で培養した時に減少し、また別のtRNA修飾である
ms2i6Aの量も培養温度にかかわらず少なくなってお
り、しかもその合成中間体であるi6Aが蓄積しているこ
とが分かった。これらの結果から染色体複製開始調節
に関与するygfZ遺伝子は、同時にtRNAの修飾にも関与
していることが明らかになった
（図１４）。

(b) 必須遺伝子yadFの解析（研究発表リスト4）
新規必須遺伝子yadFについては、すでに炭酸脱水酵素
(Carbonic anhydrase)をコードすることが報告されてい
たが、炭酸脱水酵素は二酸化炭素の水和を触媒し、真
核生物においては呼吸・二酸化炭素の輸送・光合成な
どにおいて重要な役割を担っていることなどから盛ん
に研究されてきたが、細菌のものについてはまだあま
り研究が進んでいなかった。我々はyadF遺伝子につい
て、大腸菌に存在するもう一つの炭酸脱水酵素で
シアン酸分解に関与するCynTの発現を誘導した場合に
はyadF遺伝子がなくても生育できること、また高濃度
(5%)の二酸化炭素が存在する状態ではyadF遺伝子が必
須ではないことを明らかにした。つまり大気中のよう
な低い濃度の二酸化炭素存在下では、少なくともどち
らかの炭酸脱水酵素が生育に必須であることを明らか
にした。細胞内には炭酸(HCO3)を必要とする生育に必
須な酵素がいくつか存在することから、細胞内で必要
な炭酸濃度を維持するために炭酸脱水酵素が機能して
いると考えられる（図１５）。
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(c) 新規必須遺伝子mesJの解析（研究発表リスト6, 14, 17）
新規必須遺伝子mesJについて、MesJタンパク質が

tRNA修飾酵素であるTrmUタンパク質と構造的に相同
性があることを見出したので、高温感受性変異株を単
離し、得られた高温感受性変異株におけるtRNAの修飾
について調べたところ、tRNAIleの修飾ヌクレオシド、
リシジン(L)の量が減少していることが分かった。この
修飾はイソロイシンのマイナーコドンAUAを翻訳する
ために必須なもので、生育にも必須である。この結果
は、同時に進行していた枯草菌での解析を補う形にな
り、MesJタンパク質がリシジン修飾酵素そのものであ
ることが明らかになった（図16）。
さらにmesJ遺伝子の機能について知見を得るために、
mesJ高温感受性変異株から抑圧変異株を単離した。そ
の抑圧変異の一つを解析したところ、リボソームタン
パク質S1をコードするrpsA遺伝子のプロモーター領域
に挿入配列IS１が挿入した変異であることが分かった。
またmesJ高温感受性変異株においてS１タンパク質を
高発現させると、高温での生育が著しく阻害されるこ
ともわかった。この抑圧変異株においては、高温での
リシジン修飾が部分的に回復していることが明らかに
なったので、S１タンパク質がMesJタンパク質の機能
に関与することが示唆された。そこでS１タンパク質
とMesJタンパク質との相互作用を調べたところ、S１
タンパク質はMesJタンパク質と共精製されることがわ
かった。

一方、mesJ変異株における全タンパク質のSDS-PAGE
のパターンから、いくつかのタンパク質は変異により量
が増大することがわかった。網羅的なプロテオ－ム解析
により、変異株で量が増大する28種のタンパク質が同定
されたので、この内の21種について遺伝子発現を調べた
結果、多くは遺伝子発現が増大していることがわかった。
さらに解析を進めた結果、それらの多くは熱ショックタ
ンパク質をコードすることが明らかになった。熱ショッ
クタンパク質の発現を低下させるDnaKタンパク質の遺伝
子にはAUAコドンがあり、実際に変異株におけるDnaK
タンパク質の減少も確認されたので、その影響と考えら
れる。

(d) 必須遺伝子orn (yjeR)の解析
原核生物においてmRNAは迅速に合成され、また分解
される。従って素早い遺伝子発現調節が可能となり、
その結果環境の変化に即座に対応することができるの
である。RNAはRNaseによって分解されるが、研究が
進んでいる大腸菌では、これまでに少なくとも８種類
ものRNaseが同定されている。これらはある程度機能
が重複しており、単独で生育に必須なものは少ない。
生育に必須なものとしては、endonucleaseである
RNase Eがよく知られている。RNase Eはexonuclease
であるPNPase, RhlB RNA helicase, enolaseと共に細胞



内でdegradosomeと呼ばれる複合体を形成し、mRNA
の分解に働いている。exonucleaseであるOrnは生育に
必須なRNaseであり、これは短いRNAの分解に働くこ
とがわかっていたが、RNase EとOrnはどちらも重要性
が認識されていたものの、機能的な関連についてはこ
れまで明らかにされてはいなかったため遺伝学的解析
を行なった。

まずorn遺伝子の高温感受性変異株を、mini-Fプラス
ミドを用いたプラスミドシャフリング法により単離し
た。得られたornts遺伝子の塩基配列を決定したところ、
３ケ所にミスセンス変異の生じていることがわかった。
次に得られた高温感受性変異株から高温耐性株を単離
し、その中から低温感受性株を選択することにより、
高温耐性かつ低温感受性の抑圧変異株を得た。この株
に大腸菌の染色体ライブラリーを導入して低温耐性に
なったものを単離し、得られたプラスミド上の染色体
領域を、塩基配列を決定する事により同定したところ、
RNase Eをコードするrne遺伝子を含む領域であること
がわかった。このプラスミドから種々の欠失プラスミ
ドを作製し、またrne遺伝子のみをクローニングしたプ
ラスミドも作製して、それらを高温耐性低温感受性の
抑圧変異株に導入して生育を調べたところ、rne遺伝子
のみをクローニングしたプラスミドによって低温耐性
になることがわかった。そこでこの抑圧変異株のrne遺
伝子の塩基配列を決定したところ、１ケ所ミスセンス
変異が同定され、rne遺伝子が抑圧遺伝子であること、
つまりrne遺伝子がコードするRNase EとOrnは機能的
に関連していることが強く示唆された。
RNase Eはdegradosomeとして機能することから、
Ornもdegradosomeの構成成分の一つである可能性を
考え、degradosome内にOrnが含まれるかどうかにつ
いて検討を行なった。RNase EとOrnは細胞内での分子
数が少ないので、His-Tagを付けたRNase EとMyc-Tag
を付けたOrnの両方を過剰生産する株を構築し、Niカ
ラ ム を 用 い て His-Tagを 付 け た RNase Eを 含 む
degradosomeを精製し、Anti-Myc抗体を用いたWestern
b l o t t i n g に よ り O r n の 検 出 を 試 み た と こ ろ 、
d e g r a d o s o m e画 分 に O r n が 検 出 さ れ 、 O r n も
degradosome構成成分の一つであることが明らかにな
った。本研究によりdegradosomeは、endonucleaseで
あるRNase E、長いRNAを基質とするexonucleaseであ
る PNPaseに 加 え て 、 短 い RNAを 基 質 と す る
exonucleaseであるOrnの、性質の異なる３種類の
RNaseを含む複合体であることが明らかになった。

(e) 染色体複製開始調節に関与する因子の探索（研究発
表リスト5, 7, 8, 9, 11）

(i) mioC遺伝子の転写の複製開始制御における役割（研
究発表リスト5）
染色体複製は細胞周期の特定のタイミングで開始す

るよう厳密に制御されている。大腸菌染色体にはただ
一つの複製開始起点oriCが存在する。oriCに複製開始
タンパク質DnaAが結合することによって複製開始が引
き起こされる。mioC遺伝子はoriCに隣接しており、
mioCからの転写はoriCへ流入する。このoriCに流入す
るmioCの転写は細胞周期依存的に制御されており、複
製開始前には抑制され、複製開始後には活性化される。
また、mioC転写の複製開始制御における役割について
は、主に、oriCプラスミドを用いて検討されてきたが、
明確な結論は得られていなかった。本研究では、染色
体上のmioCプロモーターにトランスポゾン挿入変異の
入った(mioCp9::Tn5)株を分離し、mioC転写の複製開
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始制御における役割について検討した。
まず、mioCp9::Tn5変異株におけるmioC転写量の周

期的変動を調べるため、複製周期を同調させて培養し
た細胞内でのmioC転写量を定量的S1アッセイにて継時
的に測定した。その結果、mioCp9::Tn5変異株では
mioCの転写量には有意な変化はなかったが、細胞周期
を通じて一定量の転写が起きており、野生株のような
変動がみられなくなっていた。次に、mioCp9::Tn5変
異が複製開始に及ぼす影響について検討した。過剰複
製開始タイプであるdnaAcos低温感受性変異株に
mioCp9::Tn5変異を挿入したところ、その低温感受性
が解消された。また、複製開始能欠損タイプのdnaA高
温感受性変異株に対して、mioCp9::Tn5変異は、その
中間温度での増殖を阻害した。よって、mioCp9::Tn5
変異は複製開始に阻害的に働くと考えられる。さらに、
dnaC高温感受性株を用いて複製周期を同調させ、継時
的 に D N A 合 成 量 を 定 量 し た と こ ろ 、 実 際 に
mioCp9::Tn5変異により、複製開始能の低下がおこる
ことが分かった。最後に、フローサイトメーターを用
いて細胞当たりに含まれるoriC数を測定し、複製開始
のタイミングを検討した。その結果、mioCp9::Tn5変
異株では、野生株に比べて複製開始のタイミングが大
きく遅延していることが判明した。以上の結果より、
oriCへ流入するmioC転写の細胞周期依存的変動には、
複製開始のタイミング決定プロセスにおける、重要な
役割があることが示唆される。

(ii) 新規diaA遺伝子の同定と解析（研究発表リスト8）
大腸菌DnaAは染色体複製の開始因子である。過剰複製
するdnaA変異株に対して網羅的トランスポゾン挿入法
を適用し、多数の抑圧変異株を分離した。内１種では
機能未解析の遺伝子が同定され、diaAと命名した。
diaA遺伝子は染色体複製開始の細胞周期依存的制御に
必須であった。DiaAタンパク質は、試験管内ミニ染色
体複製系でDnaA機能を促進し、DnaAのN末ドメイン
に直接かつ特異的に結合した。DiaAはDnaAに直接相
互作用し、開始反応促進に働くと思われる。

(iii) 新規hspQ遺伝子の同定と解析（研究発表リスト9）
大腸菌DnaAは染色体複製の開始因子であるが、高温感
受性のdnaA変異株に対して網羅的トランスポゾン挿入
法を適用して、多数の抑圧変異を分離、解析した結果、
機能未解析の遺伝子が同定され、hspQと命名した。
hspQは、RNAポリメラーゼ・シグマ32因子依存的に発
現する、新規の熱ショック遺伝子であった。また、こ
の遺伝子は、変異DnaAの分解促進に必須であった。分
解されるDnaA変異にはallele特異性が見られた。既知
の熱ショック誘導型プロテアーゼ同様に、HspQ蛋白質
も多量体を形成する。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本特定領域研究期間中に出芽酵母の全必須遺伝子が同

定され、また本特定領域研究における枯草菌の全必須遺
伝子の同定により、初めて真核生物のモデル微生物と原
核生物のモデル微生物の必須遺伝子群の比較が可能にな
った。全遺伝子数（出芽酵母、6131; 枯草菌、4101）では
それほど大きくは違わないのに、全必須遺伝子数（出芽
酵母、1105; 枯草菌、271）では大きく異なる。これはや
はり原核生物がシステムとしてより単純であることを示
しており、「システム生物学」における細菌の重要性が改
めて示されたものと言える。



細菌の必須遺伝子の同定に関しては、すでにいくつか
報告がある。しかし全遺伝子を破壊するプロジェクトは
あるものの、本研究のような比較的長い欠失変異株を用
いた研究は大変ユニークである。この点については、大
規模欠失変異に関する論文を発表した際に、Editorおよ
びReviewer全員から非常に高い評価を受けた。小さな遺
伝子、RNAを産物とする遺伝子、さらにシスに必須な領
域などを含めた全ての生育に必須な遺伝情報を明らかに
するためには非常に重要な実験系になると思われる。
本研究では原核生物の必須遺伝子群の共通性、多様性を
明らかにするために、大腸菌の全必須遺伝情報を同定し
枯草菌と比較することを目指した。全必須遺伝子の同定
には至らなかったが、得られた結果の範囲で枯草菌の必
須遺伝子群と対応させることができた。

最小必須遺伝子群（Minimal Gene Set）についての研
究は「モデル微生物についてのシステム生物学研究」の
一つとして重要である。微生物では一般に、「生育」=

「増殖」であるので、最小必須遺伝子群についての研究は
細胞増殖の基本的メカニズム、細胞増殖機構の全体像の
解明を目指したものと言える。「モデル微生物についての
システム生物学研究」の一つのゴールは、「一つの生物に
ついて全遺伝子の機能を明らかにすること」であり、そ
のための第一歩として必須遺伝子群の同定がある。本研
究では大腸菌の全必須遺伝子群の同定には至らなかった
が、推定が可能になり、枯草菌との比較から必須遺伝子
群の多様性が具体的に明らかになった。これは最小必須
遺伝子群を、「全ての生物で保存されている遺伝子群」と
して同定する事はできないというKooninの主張を具体的
に示したものとして大きな意味がある。

必須遺伝子群の多様性については、どちらか一方にし
かない遺伝子、両方にあるが一方でのみ必須な遺伝子、
一方では遺伝子が重複しているためにそれぞれは必須で
はないものなど、その内容は様々である。機能別に分け
た場合、特に細胞表層に関連するもの、たとえばリピド
Aの生合成に関与する遺伝子群（たとえば大腸菌のlpx,
kds遺伝子群）やリポプロテインの分泌系（たとえば大
腸菌のlol遺伝子群）などにおいて必須遺伝子に大きな違
いが見られた。これはグラム陰性菌とグラム陽性菌の細
胞表層の構造に大きな違いがあることを考えると理解し
やすい。またその点と関連していると考えられるが、細
胞分裂に関与するfts遺伝子群などで違いが大きいことも
明らかになった。細胞分裂の過程では大腸菌、枯草菌の
どちらにおいても、真核生物のチューブリン様タンパク
質であるFtsZが中心的な働きをする点は共通であるが、
近年調節機構などは多様であることが明らかになってき
た。たとえば細胞分裂における隔壁形成の位置決定機構
について、minC, minD遺伝子は共通であるもののminE
遺伝子は大腸菌では存在するが枯草菌にはオルソログが
なく、機能的にはdivIVA遺伝子が同様の役割を担ってい
る。しかし大腸菌のMinEと枯草菌のDivIVAは細胞内の
局在性、動態が大きく異なっており、メカニズムがかな
り異なっていることが示唆されている。必須遺伝子群の
差はこのようなメカニズムの差と関連している場合があ
ると考えられる。細胞表層、細胞分裂以外でも、種々の
機能に関する必須遺伝子群に様々な違いが見られて大変
興味深い。たとえば染色体複製開始調節に関して、大腸
菌ではイニシエータータンパク質であるDnaAの不活性化
に必須な遺伝子hdaが存在するが、枯草菌にはオルソロ
グがない。近年、染色体複製開始についても、調節機構
はかなり多様であることが明らかになってきているが、
それを反映しているものと考えられる。リボソームタン

パク質の遺伝子群など翻訳過程に必須な遺伝子群には共
通なものが多いが、それでもたとえば大腸菌のリボソー
ムタンパク質S1のオルソログが枯草菌にはないなど、い
ろいろと異なる点もある。これまで機能が明らかになっ
たと考えていたことについても、もう一度見直す必要が
あるかもしれない。アミノ酸配列での相同性が低くても
機能的に同じ働きをするものもあるので単純には結論で
きないが、今回、必須遺伝子群全体での比較ができてか
なりの相違点が見つかったことは、同じバクテリアでも、
システムの基本的なメカニズムは共通であっても細かい
点、特に調節機構などは多様であることを示しているも
のと考えられる。これは重要な概念であり、今回得られ
た結果は今後多くの面での機能解析に大きな手がかりを
与え、具体的に「システムの多様性」が明らかになって
いく際の土台となる重要な成果である。

本研究では、実験的に最小必須遺伝子群を同定するた
めに、染色体の大規模欠失株の作製を試みた。大規模欠
失株を作製するシステムを構築し、この方法を用いて実
際に染色体のサイズを約30%縮小化した菌株群を作製す
ることに成功した。細菌の染色体の大規模改変に関して
はすでにいくつか報告があるが、本研究で構築した欠失
変異を作製するシステムは、従来のものに比べて格段に
容易であり、またマーカーなどを欠失させた後に残さな
い欠失変異を作製するので、菌株作製後の異常なゲノム
の再編成を引き起こしにくい。染色体を大規模に改変す
る技術としては非常に優れており、国際的に高いレベル
にある。また染色体のサイズを約30%縮小化した例は今
までにどんな生物についても皆無であり、ゲノム縮小化
についての取り組みが進んでいる大腸菌においても、欠
失規模が段違いに大きい。「一つの生物について全遺伝子
の機能を明らかにすること」の第一段階として「機能が
明らかになった遺伝子のみから成る生物を作製すること」
は有効であるが、今回実際に染色体の約30%を欠失した
大腸菌を作製することができたことは、「モデル微生物に
ついてのシステム生物学研究」のこれからの一つの方向
を示すものとして大きな意味がある。

また本研究では機能未知必須遺伝子群の機能解析を進
めた。これまでに同定したものを含めた約２０の機能未
知必須遺伝子のうち、hda, yadF, mesJ (tilS), orn (yjeR)な
どについて解析を進め、機能について新しい知見を得る
ことができた。機能未知必須遺伝子の機能解析において、
突然変異、サプレッサー変異の単離、解析を効率的に行
なうシステムの構築により、古典遺伝学の手法を効率的
に導入することが可能になり、機能未知必須遺伝子群の
機能解析における古典遺伝学的手法の有効性を示すこと
ができた。我々の高温感受性変異株、抑圧変異株をシス
テマティックに単離、解析する技術は大変ユニークであ
り、他にあまり例を見ない。技術、実際の解析ともに国
際的にも高いレベルにある。このように本研究により古
典遺伝学の手法を効率的に適用することの有効性を示す
ことができたので、細菌には物理的な相互作用ネットワ
ーク解析が比較的困難であるという面があっても、遺伝
学的に機能的な相互作用ネットワークを解析することが
比較的容易にできるという点から、細菌が「システム生
物学研究」においても非常に重要なモデル生物であるこ
とを示すことができたと考える。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
本研究の系統的な染色体広域欠失株作製では、タンパ

ク質をコードするORFだけではなく、産物がRNAである
遺伝子やシスに必須な染色体領域を含め、生育に必須な

－ 63－



全遺伝情報の同定を目指した。必須領域についてはその
領域をクローニングしたプラスミドの存在下で染色体領
域を欠失させる形で、まずは染色体全領域の欠失を試み、
その次にプラスミド上の領域を解析することにより、全
必須遺伝情報を同定することを考えていたが、本研究で
は残念ながら全必須遺伝子を確定するには至らなかった。
諸般の事情により、当初予定していたトランスポゾンに
よる網羅的破壊株作製のプロジェクトとの連携がうまく
いかなかったことも原因の一つであるが、必須領域のク
ローニングと染色体領域を欠失させる作業が予想以上に
多く困難であった。

当初、染色体複製開始調節に関与する遺伝子群をフ
ロ－サイトメトリ－解析により網羅的に同定することを
計画していたが、大規模欠失株の解析と同時に染色体の
約30%の領域については行ったものの、フロ－サイトメ
トリ－解析を多数のサンプルについて正確に行うのは困
難で、全染色体領域について探索するには至らなかった。

〈今後の課題〉
生物をシステムとしてとらえその全体像を理解するた

めには大きくわけて「部分」と「全体」の両方の理解が
不可欠である。「部分」の理解なくして「全体」の理解は
あり得ず、しかし「全体」の理解は「部分」の理解の単
なる集合ではないはずである。全体像の理解に向けた取
り組みには、「素過程の解析」とそれらによる「再構成」
が必要であると考える。つまりシステムを、構成する部
品にまでバラバラにし、それら個々の機能を明らかにす
ると共に、それらの部品からもう一度システムを組み立
てることが必要である。生物の場合の「再構成」とは、
最終的には物質から生命システムを構築することであり、
それは生物をより深く理解するために必要な過程である。
この二つの方向の研究によって初めて全体像の理解が可
能になると考える。

「素過程の解析」については、まず小さな遺伝子、
RNAを産物とする遺伝子、さらにシスに必須な領域など
を含めた全ての生育に必須な遺伝情報を明らかにするこ
とが重要である。そのためには、必須な遺伝子を次々と
他のレプリコン（例えばミニFプラスミド）にクローニ
ングする形で人工最小染色体を作製すると同時に、染色
体をさらに大規模に欠失させていくことが有効であると
考える。つまりゲノムの「再構成」である。

本研究の系統的な欠失株作製プロジェクトを延長した
形で、oriC, terC以外の染色体全領域の欠失変異を作製す
ることができ、シスに働くユニークな領域は大腸菌の染
色体にはoriC, terC以外に存在しないことを示す結果が得
られた。真核生物とは異なり、シスに機能するユニーク
な染色体領域である動原体が、大腸菌の染色体には存在
しないことが示されたことになる。それではどのような
メカニズムによって染色体が安定化されるのか。この問
題をいかにして解くかということが今後の大きな課題の
一つである。それに対しても、上記の人工最小染色体を
構築するプロジェクトを利用することが有効であると思
われる。つまり、途中で作製されるプラスミドを、まず
レプリコンをミニFからoriCに変更し、また接合伝達によ
り他の菌株に移せるように改良することなどによって、
人工最小染色体を構築していく途中のどの段階で安定化
されるのかという点について調べることができ、安定化
に必要な染色体領域を同定できると考えられる。このよ
うなアプローチは他に例がなく、ゲノムサイエンスによ
って初めて可能になるユニークな取り組みである。

「素過程の解析」については、当然のことではあるが、

同定と共に機能解析も重要であり、本研究では遺伝学的
な手法の有効性を示したが、残された機能未知必須遺伝
子群についても同様な解析を始めると同時に、得られた
結果を基に生化学的、分子生物学的な詳細な解析を進め
ていく必要がある。
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