
〈研究の目的と進め方〉
多くのゲノムの全塩基配列が決定されたことによって、

遺伝子の同定と機能の解析は著しく進んでいるが、遺伝
子以外の領域の解析はあまりなされていない。このよう
な状況下で、本研究の目的は、大腸菌K-12株のMG1655

と最近全塩基配列が決定されたW3110間のISの分布の違
いからゲノム動態を明らかにすること、高熱抗酸菌
Sulfolobus tokodaii ゲノム上のISを同定し、古細菌におい
てもISがゲノム再編に関与していることを解明すること、
大腸菌K-12株MG1655のゲノム配列に基づいて他の種々
の大腸菌ゲノムに生じた挿入・欠失・重複・逆位などの
変異を同定し、これらをパターン化し得られる系統樹か
ら大腸菌系統の関係を解析することである。

〈研究開始時の研究計画〉
1)大腸菌K-12株のMG1655とW3110ゲノム間のISの分布の

違いからゲノム動態を明らかにすること、
2) S. tokodaii ゲノム上のISを同定し、古細菌におけるIS

のゲノム再編への関与を解明すること、
3) 大腸菌K-12株MG1655のゲノム配列に基づいて他の

種々の大腸菌ゲノムに生じた挿入・欠失・重複・逆位
などの変異を同定し、これらをパターン化し得られる
系統樹から大腸菌系統の近縁関係を解析すること。

〈研究期間の成果〉
1) 大腸菌K-12株MG1655とW3110間のISの分布に大きな

違いを見出した。J. Lederbergが初めて使用したK-12の
ゲノムが、50年の間に塩基置換変異以上にISにより激
しく変えられることが分かった。

2) 古細菌S. tokodaiiゲノム上には、驚いたことに、７つ
のファミリーに属する１７種類のIS（全て新規因子）
が２２２コピーも存在することが分かった。各ISを挟
む領域に転移の標的配列が重複しているかどうか、各
ISがtruncateしているかどうか知ることによって、５
０％以上のISの隣接領域でゲノム再編が起こっている
ことが分かった。このことは、古細菌でも、ISがゲノ
ム再編に深く関わっていることを示す。この結果は、
将来、他の古細菌ゲノムの解析の基礎になるものと考
えられる。

3) 大腸菌K-12 株MG1655ゲノムの配列を基に、他の大腸
菌（K-12株W3110とJE5519、E. coli C、ECOR コレク
ションの６株）の0 - 10 分に相当する領域 (約 465 kb)
を、5 kb 毎の間隔でハイブリダイズするプライマーを
使用して PCR を行った。MG1655から生じるものとは
大きさが異なるDNA の塩基配列を決定し、 MG1655の
それと比較した結果、挿入、欠失、置換、重複などの
変異が存在し、中には任意の幾つかの株で共通に見ら
れるものがあった。そこで、これら変異の有無を 0, 1
でバーコード化し、得られたバーコードを用いて系統
樹を作成した。また、幾つかのハウスキーピング遺伝
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子の塩基配列を決定して得られた系統樹と比較するこ
とによって、ここで得られた系統樹が妥当なものであ
ることを示した。

さらに我々は、感染研から分与された合計６８種の
Enterohemorragic, Shiga-toxigenic, Enteroinvasive,
Enterotoxigenic, Enteropathogenic, Uropathogenic大腸菌
と赤痢菌(S.flexineri, S. sonnei)のゲノム上の有用マーカ
ー変異の有無を解析し、この結果に基づいて系統樹を作
成することによって、大腸菌が異なるいくつかのクラス
ターを成すこと、その中でO157数株は１つのクラスター
に、しかし、Shiga-toxigenic大腸菌は少なくとも３つの
クラスターに分かれることを示唆する結果を得た。この
ことは、医学的分類が必ずしも生物学的分類とは一致し
ないことを示すが、病原のShiga 毒素がファージ等によ
って水平移動することを考えれば驚くことではなく、本
方法で生物学的に真の分類と系統の関係が解明できたこ
とを意味する。また、S.flexneri３系統が大腸菌の種々の
クラスター内の特異的な１群であることを示すことがで
きた。

〈国内外での成果の位置づけ〉
変異の有無を 0, 1 でバーコード化して得られる系統樹

は、これまでのハウスキーピング遺伝子の塩基配列によ
る系統樹より簡便に作成でき、遺伝的距離が大きくでる
ので、近縁種の系統の区別がつきやすく、多種多様な大
腸菌の分類と系統関係の解析に有用である。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
特になし。

〈今後の課題〉
本特定研究において計画した研究は、ほぼ計画通り終

了したと考える。特に(3)に関する研究は、感染研から分
与された合計６８種の病原性大腸菌と近縁とされる赤痢
菌を解析し、病原性の由来、及び、赤痢菌との系統関係
を明らかにできたものであり、興味ある結果が得られた
と考えている。

本研究で対象としたバクテリアの挿入因子ISは、自身
がコードするトランスポゼースの働きにより転移すると
共に、その能力によりゲノムを改変する因子として注目
されている。我々は、本特定領域研究で種々様々なISを
同定し、これらがいくつかのファミリーを形成している
こと、中でも、挿入因子IS1に関しては、構造が著しく異
なるファミリーを成すメンバーが、らん藻，古細菌を含
む多様な細菌に存在するという興味ある事実を明らかに
した。挿入因子IS1は、最初に記載された転移因子であり、
多薬剤耐性、エントロトキシン遺伝子の転移による伝播
にも関わっている最小の因子であり、我々が1978年に転
移因子としては初めて全塩基配列を決定したものである。
このIS1は、他の因子とは異なり、２つのorfから翻訳時
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のフレームシフトを介しトランスポゼースを産生する、
非常に興味のある研究対象である。IS1ファミリーを成す
構造的に多様なメンバーのトランスポゼースには、ジン
クフィンガーモチーフ、ヘリックス-ターン-ヘリックスモ
チーフや、レトロウイルスなどで同定されている転移組
み換え触媒活性を司る3つの酸性アミノ酸から構成される
DDEモチーフなど、の特徴のある構造が保存されている
ことが見出された。トランスポゾンの転移反応は、トラ
ンスポゼースが自身の末端を認識結合し、2つのトランス
ポゼース分子と両IR DNAを含む複合体（トランスポソゾ
ーム）を形成し、自身の末端と転移の標的となるDNA鎖
との組み換え(ストランド トランスファー)反応に大別さ
れるが、本研究で見出された構造に基づいて，IS1 トラ
ンスポゼースのドメイン構造と各ドメインの機能の解析
が可能であり、今後この解析を通してIS1の転移の分子機
構が明らかにできるのではないかと考えている。
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