
〈研究の目的と進め方〉
ヘリカーゼ様タンパク質群（ヘリカーゼファミリー）

は、核酸やクロマチンの動態制御複合体の中核因子であ
り、遺伝子機能の発現や制御において重要な役割を果た
している。本研究では、代表的なモデル生物として、単
細胞生物の出芽酵母と多細胞生物の線虫を選び、網羅的
なヘリカーゼファミリーの解析を行った。酵母について
は新規遺伝子の機能解明を目的とした。線虫については、
全ヘリカーゼ様遺伝子の機能抑制個体を作成し、それら
の表現型について比較ゲノム的な解析を行うことで、ヘ
リカーゼファミリーに関する進化的な知見を得るととも
に、新規な機能遺伝子を探索することを目指した（下図
参照）。

研究は、以下の目標に従って進めた。（１）公表された
酵母と線虫のゲノム情報より相同性検索プログラムによ
り、ヘリカーゼファミリーを網羅的に同定し、比較ゲノ
ム的解析を行うこと、（２）酵母については、これまでの
申請者らの研究から同定された13個の新規ヘリカーゼ遺
伝子に関して、酵母two-hybrid法によるタンパク質間相
互作用解析を手がかりに機能解明を目指す、（３）線虫ヘ
リカーゼについては、feeding RNAi法を用いて網羅的な
遺伝子機能抑制個体を作成し、酵母遺伝子破壊株との間
で表現型についての比較解析を行うことで、ヘリカーゼ
ファミリーの進化的な変遷を明らかにすることを目指す、

（４）RNAiを利用したゲノム安定化に関連する線虫ヘリ
カーゼ遺伝子の探索法の検討を進める。

〈研究開始時の研究計画〉
２０００年度の計画
１．機能未知の酵母新規ヘリカーゼ様遺伝子について
（１）遺伝子クローニング、（２）タンパク質発現系に
より調製した精製タンパク質を用いた生化学的解析、

（３）酵母two-hybrid法によるタンパク質間相互作用解
析、に必要な準備を行い、パイロット実験を実施する。

２．線虫ヘリカーゼファミリーの同定とfeeding RNAiに
よる遺伝子機能抑制法の確立を行う。
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２００１年度の計画
１．前年度に引き続き、酵母新規ヘリカーゼ様遺伝子に

ついてのタンパク質間相互作用解析を継続する。
２． 線虫ヘリカーゼ様遺伝子群の網羅的RNAiによる表

現型解析を実施する。
３． Feeding RNAiを用いた機能遺伝子（ゲノム安定化関

連遺伝子）の探索法を確立し、評価を行う。

〈研究期間の成果〉
２０００年度の研究成果
１．酵母ヘリカーゼファミリーの解析に関しては以下の

成果を挙げた。
① 13個の酵母の新規ヘリカーゼ様遺伝子（YHR031C,

YDR332W, YIR002C, YDR291W, YDL084W, YGL064C,
YMR128W, YLR419W, YOL95C, YLR247C, YKL017C,
YLR276C, YNL218W）について、遺伝子クローニング
を完了した。

② 3遺伝子（YDL084W, YNL218W, YLR276C）について、
タンパク質発現実験を進めた。

③ 出芽酵母S288C株より酵母two-hybrid用ライブラリー
を独自に作成し、12遺伝子について網羅的な酵母two-
hybrid解析を開始した。

２．線虫ヘリカーゼの解析については以下の成果を挙げ
た。

①線虫ゲノム情報からヘリカーゼファミリーに属する約
150個の遺伝子を同定した（参考：遺伝子数は、その後
の公共データベース更新の結果、2006年時点で約140個
に修正されている）。タンパク質のアミノ酸配列相同性
によるクラスター解析を他種のヘリカーゼファミリー
と比較検討した結果、高度に保存されたサブファミリ
ー(MCMタンパク質、多くのDEADボックスタンパク
質群など)、多細胞生物で多様化したサブファミリー
(SNF2様タンパク質群、recQヘリカーゼなど)、種特異
的サブファミリー（酵母のY’特異的ヘリカーゼなど）
の３群に分類できることを明らかにした。

② feeding RNAiによる遺伝子機能抑制法の確立と評価を
完了した。

③ 約150個の遺伝子に対応するPCRプライマーセットを
合成し、ゲノムDNAあるいはcDNAプールからのPCR
増幅した遺伝子断片のクローニングを進めた。feeding
RNAi用コンストラクトの作成を進め、約100遺伝子に
ついてDNA断片のクローニングを完了した。

２００１年度の研究成果
１．酵母ヘリカーゼの解析について以下の成果を挙げた。
① 11遺伝子について酵母two-hybrid解析を進め、独自に

３遺伝子(YDR332W, YKL017C, YNL218W)において相
互作用データベースにない酵母タンパク質を同定し
た。

② タンパク質の発現実験を継続した。YDL084Wに
ATPase活性を見いだした。その後、共同研究により、
YLR276C(DBP9)遺伝子について、DNA依存性ATPase
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およびDNAヘリカーゼ活性を持つことを初めて発見し
た（論文１）。

③ YOL095C,YGL064Cの欠損によりミトコンドリア呼吸
機能の障害が生じることを発見した。

２．線虫ヘリカーゼの解析について以下の成果を挙げた。
① 約150個の線虫の全ヘリカーゼ様遺伝子について、

RNAi処理個体の表現型の解析を完了した。その結果、
検討した137遺伝子のうち、遺伝子機能抑制により見か
け上確認できる表現型（胚性致死:22遺伝子；発生停
止:10遺伝子；成長遅延:18遺伝子；雄高頻度発生:4遺伝
子）を示す遺伝子が53個（39%）同定された（図参照）。

② 線虫ヘリカーゼ様遺伝子機能抑制個体の表現型につい
て、酵母ヘリカーゼ遺伝子破壊株の表現型と比較した
結果、ホモロガスな遺伝子については種間でほぼ同様
の結果が得られた。一方、線虫で増加した遺伝子の多
くでは殆どが遺伝子機能抑制による（見かけ上検出で
きる）表現型を示さなかった。

③ 表現型を示さない遺伝子群の機能解明を目的に、
feeding RNAiを利用したゲノム安定性維持の関与する
遺伝子群の探索法を検討した。X線と紫外線に対する
感受性を指標に、複数の候補遺伝子を同定し、新規遺
伝子については詳細な解析を継続している。また共同
研究で、MCMヘリカーゼと密接に関連する線虫
geminin遺伝子の機能解明を行い、細胞増殖と分化に
関与することを明らかにした（論文２）。

線虫ヘリカーゼファミリーの解析に関しては、feeding
RNAiの実験系が有効に機能した結果、当初想定した以上
のスピードで計画を達成できた。一方、酵母の新規ヘリ
カーゼの機能解明に関しては、幾つかの遺伝子(DBP9,
YNL218Wなど)については機能解明が進んだ。しかし、
残りの多くは、網羅的な酵母two-hybrid解析等からの機
能データは得られたものの、最終的な機能解明には至ら
なかった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ヘリカーゼファミリーの網羅的な機能研究については、

国内外で本研究以外に報告はなく、ユニークなものであ
ると考える。申請者らが1999年に報告した出芽酵母ヘリ
カーゼ遺伝子群のゲノムワイドな解析(Shiratori et al.,
Yeast, 1999)に次いで、本研究により、多細胞生物の線虫
ヘリカーゼファミリーについても同様の解析を完了した

ことで、今後、真核生物ヘリカーゼファミリーの機能理
解に向けた研究基盤が確立できた。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初の研究計画通りに実施できた。特に線虫ヘリカー

ゼの解析については、想定以上に進み、網羅的機能解析
を完了し、機能遺伝子の探索と同定にまで至った。一方、
酵母ヘリカーゼの解析では、数個の遺伝子については意
味のある機能情報を得ることに成功したが、当初目標に
した全ての新規ヘリカーゼの機能解明には至らなかった。
その主な原因として、網羅的な手法として重点的に行っ
た酵母two-hybrid解析からのデータを有効に機能推定に
利用できなかったことが挙げられる。すなわち、同定さ
れた候補遺伝子について、それが意味のある相互作用が
どうかを評価するのに想定外の時間と労力を要し、かつ
その相互作用の意義を明らかにするために様々な追加的
な解析が必要であった。さらに、網羅的解析から導かれ
た新規遺伝子の詳細な機能解明に際しては、表現型デー
タなどに基づいて、更に少数の対象遺伝子を絞り込む必
要もあろう。

〈今後の課題〉
１．線虫ヘリカーゼファミリーについてfeeding RNAiを

利用した網羅的な機能遺伝子の探索が可能になったの
で、ゲノム安定化関連遺伝子の探索を継続するととも
に、薬剤感受性などの新たな指標について、手法を適
用できるか検討を進める。

２．同定されたゲノム安定性維持に関与する新規遺伝子
の分子機能を解明する。現在、RNAヘリカーゼ様遺伝
子(D1)を含めた遺伝子機能解明を進めている。

３．個別の酵母新規ヘリカーゼに関する機能解析（生化
学的解析、遺伝学的解析等）を継続する。
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