
〈研究の目的と進め方〉
細菌逆転写酵素は，細胞内でcDNA産物である

multicopy single-stranded DNA（msDNA）と呼ばれる
RNA-DNA複合体の合成に必須の酵素であり，大腸菌など
多くの細菌においてその存在が知られている。細菌逆転
写酵素遺伝子は，ゲノム上でmsDNA合成のための鋳型-
プライマー領域とともに“レトロン”と呼ばれるオペロ
ンを形成しており，一種のレトロエレメントだと考えら
れている。これまでのところ細菌逆転写酵素およびその
cDNA産物であるmsDNAの生理的意義について，詳細は
明らかになっていない。一方，インテグロンは，グラム
陰性細菌に広く存在している可動性遺伝因子であり，薬
剤耐性遺伝子の細菌間の伝播に関与していることが知ら
れている。

近年，種々の病原細菌のゲノム配列が明らかになりつ
つある。病原細菌は，厳しい条件の中で宿主と接触し，
感染を成立させなければならない。その際に，一般細菌
よりも速い速度でゲノムを変化させることで厳しい条件
に適応していると考えられている。そのような細菌ゲノ
ムの突然変異や再編成などに逆転写酵素を含むレトロン
が関与している可能性が考えられている。また，インテ
グロンは，薬剤耐性遺伝子の獲得に寄与しており，病原
細菌ゲノムのダイナミズムの一端を担っていると考えて
いる。さらに，インテグロンの遺伝子カセットの形成に
逆転写酵素が関与しているという説もある。本研究では，
レトロンとインテグロンの構造と機能を明らかにするこ
とによって細菌ゲノム進化の過程の一端を明らかにする
ことを目的としている。

研究代表者は，これまでの研究で，ビブリオ属の細菌
やサルモネラなどにおいてレトロンの構造を明らかにし
てきた。レトロンは細菌ゲノム上の他の遺伝子領域と比
べるとGC含量やコドン使用頻度などの点で明らかに異な
っており，逆転写酵素遺伝子を含むある種の可動性因子
だと考えられている。もし，レトロンが可動性因子であ
るなら，細菌ゲノムの突然変異や再編成あるいは病原因
子や薬剤耐性遺伝子などの運搬に関与している可能性が
ある。本研究では，逆転写酵素およびレトロンの機能を
明らかにすることによってレトロンの可動性への関与に
ついて検討する。一方，コレラ菌などの病原細菌ではイ
ンテグロンが細菌の薬剤耐性化やゲノムの構造変化に重
要な働きをしていることが知られている。研究代表者の
これまでの研究で，病原細菌のゲノムにインテグロンが
かなり広範囲に分布していることがわかってきた。この
影響についても詳細に解析する。そして，レトロンとイ
ンテグロンの関連性についても検討する。

〈研究開始時の研究計画〉
種々の病原細菌（下痢原性大腸菌，コレラ菌，V.

vulnificus，V. fluvialis，V. mimicus，Salmonellaなど）に
おけるレトロンとインテグロンの分布状況を調べる。ま
た，新たなレトロンやインテグロンが見つかった場合に
は，クローニングと構造解析を行う。
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研究代表者は，これまでにすでにコレラ菌のレトロン
内に存在する逆転写酵素遺伝子の欠損変異株を単離し，
野生株と種々の比較を行うことによって逆転写酵素およ
びレトロンの機能解析を行ってきた。今後，DNAマイク
ロアレイ（DNAチップ）を利用することによって変異株
において発現量が影響を受ける遺伝子を同定し，レトロ
ンの機能を明らかにする。

病原細菌由来のmsDNAは特殊な構造をしており，一本
鎖DNA部分が二本鎖DNAとして機能する可能性を持って
いる。そこで，msDNAが特定のDNA結合タンパク質を
吸着しているかどうかを調べるためにmsDNA結合タンパ
ク質を単離解析する。これによってmsDNAやレトロンの
機能を明らかにすることができる。

〈研究期間の成果〉
これまでの解析で，新たにSalmonella enterica serovar

Typhimur ium由来のレトロンの詳細な解析を行い，
msDNA-St85の構造解析を行った。このレトロンは，S.
Typhimuriumの多剤耐性株であるDT104株にも見つかっ
ており，この株では複数の薬剤耐性遺伝子を含む
pathogenicity islandとレトロンが隣接して存在している。
また，流行性コレラの原因となるVibrio cholerae
O1/O139株（コレラ菌）には普遍的にレトロンが存在し
ているのに対して，コレラを引き起こさないnon -
O1/non-O139株では一部の例外を除いてレトロンが存在
しておらず，レトロン領域にゲノム構造の多様性が認め
られた。さらに例外的にnon-O1/non-O139株で発見され
たレトロンでは，レトロン領域の前後で数多くの変異が
見つかっており，ゲノムのレトロン領域の多様性が明ら
かになった。一方，V. vulnificusからも新たなmsDNAの
単離に成功した。さらに，ゲノム配列が明らかになって
いるV. vulnificus YJ016株では，逆転写酵素遺伝子がスー
パーインテグロン内に存在していることを発見した。
薬剤耐性遺伝子の転移に関与しているインテグロンの場
合，転移遺伝子カセットの形成に逆転写酵素が関与して
いるという説があることから本研究ではインテグロンの
解析も同時に行った。これまでにV. fluvialis，V. cholerae，
Sa lmone l l a，毒素源性大腸菌（en t e r o t o x i g en i c
Escherichia coli, ETEC）， 腸 管 侵 入 性 大 腸 菌

（enteroinvasive E. coli, EIEC），などから数多くのインテ
グロンを検出し，インテグロン内の遺伝子カセット（薬
剤耐性遺伝子）の構造解析を行った。その結果，これま
でに知られていなかった新たな遺伝子を複数発見し，同
じ細菌種内でもインテグロンによるゲノム構造の違いを
示すことができた。特に，Salmonellaでは，新たな遺伝
子構成のクラス２インテグロンを発見した。さらに，こ
れまでV. choleraeにおいてのみ存在が報告されていた接
合伝達性トランスポゾンの一種であるSXT elementをV.
fluvialisで発見し，詳しい解析を行った。SXT elementに
は複数の薬剤耐性遺伝子が含まれており，細菌の多剤耐
性の伝播に関与していると考えられている。SXT
elementがV. cholerae以外の他種の細菌で発見された意義
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は大きい。その他に，V. choleraeで初めてクラス２イン
テグロンの検出にも成功している。腸管出血性大腸菌
O157:H7では，多剤耐性化が接合伝達性のプラスミドに
含まれる薬剤耐性遺伝子が原因となっていることを明ら
かにした。

流行性コレラの原因となるV. cholerae O1/O139株（コ
レラ菌）には普遍的にレトロンが存在しているのに対し
て，コレラを引き起こさないnon-O1/non-O139株では一
部の例外を除いてレトロンが存在しておらず，レトロン
領域にゲノム構造の多様性が認められた。

コレラ菌の逆転写酵素遺伝子欠失変異株と野生株との
比較より，変異株においてcatalase/peroxidase遺伝子の
発現量の低下が観察された。この事実は，変異株の過酸
化水素を含む培地での成育が阻害されたことからも確認
されている。さらに，逆転写酵素遺伝子欠損変異株と野
生株の間で遺伝子の発現状況の違いを網羅的に解析する
ために，DNAマイクロアレイを用いた解析を行った。そ
の結果，変異株では，コレラ毒素遺伝子（ctxAB）や腸
管定着因子遺伝子（tcpA）などの病原性に関連のある遺
伝子群の発現が10倍から数10倍に上昇していることが明
らかになった。この結果は，逆転写酵素およびその
cDNA産物であるmsDNAがコレラ菌の病原性関連遺伝子
の発現調節に密接に関与していることを示唆している。
この結果に基づいて，デコイ核酸の様なmsDNAによる転
写制御因子の吸着を介した遺伝子発現制御のモデルを提
唱した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
逆転写酵素遺伝子を含むレトロンの研究は，国内外で

極めてユニークなテーマである。研究期間中，唯一チェ
コのグループよりSalmonellaのレトロンに関する論文が
報告されている。しかし，彼らはmsDNAの構造解析を行
っておらず，不十分な解析結果であった。それ以外には，
レトロンに関連する報告は行われていない。また，イン
テグロンに関する研究は，国内外で多く行われているが，
レトロンとの関連性の報告はない。インテグロンに関す
る研究代表者による研究成果は，まったく新しい遺伝子
の発見（aac(3)-Id, pspなど）や新たな遺伝子構成のクラ
ス２インテグロンの発見，V. choleraeで初めてのクラス
２インテグロンの発見など多岐にわたっている。これら
の研究成果は，薬剤耐性分野ではインパクトファクター
の高い学会誌に掲載されており，高く評価されている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
磁気ビーズにmsDNAを固定化し，コレラ菌細胞抽出液

からmsDNA結合タンパク質の精製を試みたが，msDNA
結合タンパク質の単離はできなかった。予想以上に発現
量の少ないタンパク質のようであること，また磁気ビー
ズに対する非特異的な吸着が多かったことなどが原因で
あると考えられる。

〈今後の課題〉
上記のmsDNA結合タンパク質の単離は，今後の大きな

課題である。msDNA結合タンパク質の解析によって逆転
写酵素やmsDNAの機能が明らかになるのみでなく，これ
まで知られていない全く新たな遺伝子発現制御法が明ら
かになる可能性を秘めている。
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