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計画研究：2005 ～ 2009 年度

細菌における細胞システムの構築原理の研究

●小笠原 直毅 1)　◆森 浩禎 2)　 ◆金谷 重彦 1)　　◆大島 拓 1) ◆石川 周 1)

1) 奈良先端科学技術大学院大学情報科学研究科　　2) 奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

＜研究の目的と進め方＞
細菌の細胞機能は、1) 約 300 の必須遺伝子を中核とした、遺伝

子の発現と細胞という構造を作るための基本システム、2) 様々な
物質を分解し、エネルギーの獲得と生体高分子合成のための素材
合成のための代謝システム、3) 胞子形成という高度に分化したシ
ステムを含む、諸ストレスに対応するためのシステムに大きく区
分できる。そして、各システムは、例えば複製、細胞分裂、アミ
ノ酸合成というような種々のプロセスに分解できる。本研究で
は、細菌の諸生命プロセスの動きの協調的制御システムについ
て、枯草菌と大腸菌で比較研究を行い、細菌細胞のシステム的構
築の基本原理とその多様化の機構を明らかにすること目指す。

具体的には、以下の 3 つの視点からの研究を統合的に行う。
1) 遺伝子発現制御ネットワーク、タンパク質相互作用ネット

ワーク等の情報を統合し、枯草菌及び大腸菌の細胞機能をモデル
化し、普遍的要素と両細菌に特有の要素を明らかにする。

2) そうしたモデルに基づき、様々な細胞環境下で、各プロセス
がどのように関連しながら動いているかを明らかにし、諸プロセ
スの協調システムの実体の解明を目指す。

3) こうした細胞機能が実現されている基盤として、細菌におい
てもタンパク質・ゲノムが細胞で特異的な空間的配置を取ってい
ることを示す報告が最近注目されている。この問題にも迫る。

＜研究開始時の研究計画＞
1) 遺伝子発現制御因子の遺伝学的・生化学的な手法による機能

解明を継続すると共に、ChIP-on-chip 法によるゲノム上での配置
の動態についての解析を行う。また、タイリングチップを用いて、
各種培養条件、変異株での転写動態のデータを系統的に収集す
る。さらに、培地中のメタボライトの変動の解析を行う。ストレ
ス・環境応答にかかわるシグナル伝達システムから特徴的なもの
を選び、シグナルの受容から応答までの分子機構を解析する。

2) 必須タンパク質を出発点として、免疫沈降法によるコンプ
レックスの同定をシステマチックに行う。その結果を検証するた
めに、蛍光タンパク質融合体によるコンプレックス構成要素の細
胞内局在の解析、蛍光エネルギー転移による相互作用解析等を行
い、複合体の生体内での機能を推定すると共に、各種細胞機能の
協調に関与するタンパク質相互作用の同定を目指す。

3) 新たな発現プロファイルデータを用いて、枯草菌・大腸菌の
転写制御ネットワークの情報学的再構築の精密化を進める。ま
た、培地中のメタボライトの変動やタンパク質相互作用情報も統
合した、細胞システムのモデル化を行う手法を検討する。また、
環境に応答する転写制御で鍵となるシステムの抽出を目指す。

＜研究期間の成果＞
枯草菌・大腸菌というモデル細菌については、それぞれ、小笠

原と森が中心となった組織的なゲノム機能研究の結果、遺伝子破
壊株ライブラリーの作製と必須遺伝子セットの同定、DNA アレ
イによる遺伝子発現動態のデータ収集と転写制御ネットワークの

解析、一定スケールのタンパク質間相互作用とタンパク質の細胞
内局在の解析等の研究資源と機能情報の蓄積が行われた。また、
そうした情報を基に遺伝子とタンパク質の新たな機能解明も進め
られた。本研究では、そうした研究を引き継ぎつつ、細胞システ
ムがどのように構築されているか、その基本原理の解明を目指し
て、新たな研究手法の導入を進めた。

新たな遺伝子機能の解明
1) 前ゲノム特定研究において、枯草菌の未解析遺伝子の破壊株

ライブラリーを作成し、単独の破壊が致死となる必須遺伝子が
271 であることを明らかにしたが、大腸菌についても全遺伝子の
破壊株ライブラリーを作成し、破壊不能な遺伝子は 303 であるこ
とを報告した（論文 23）。両細菌の必須遺伝子が担う細胞機能は
見事に一致しているが、両者に共通である遺伝子は 60% であり、
異なる遺伝子が同じ必須遺伝子機能を担う例が多いことが明らか
になった。実際、細胞膜リン脂質合成の最初のステップに働く大
腸菌 plsB 遺伝子は、多くの細菌では見出されない。必須遺伝子の
温度感受性変異株のサプレッサー変異の単離を出発点に、枯草菌
の 2 種の機能未知必須遺伝子、PlsX と YneS が、そのステップ
にセットとして働いていることを明らかにした（論文 17）。

2) 必須機能を担う遺伝子の重複が、異なる形で起こっているこ
とが、大腸菌と枯草菌での必須遺伝子セットの違いの原因になっ
ている可能性も考えられる。そこで、大腸菌全遺伝子群の総組合
せによる合成致死解析を目的として、新たなリソース及びツール
の開発を行った。そのため、新たに Chloramphenicol 耐性遺伝子
を持った新規 1 遺伝子欠失株ライブラリーの開発を行った。この
欠失株には 20 塩基の分子バーコードの導入を行い、全欠失株の
混合培養での population 変動の、次世代型シーケンサーを用いた
定量解析を可能にしている。次に、これまでの欠失株と新規欠失
株の 2 重化を行うためのツールの開発を行った（論文 6, 7）。評
価実験として 39 遺伝子と全大腸菌遺伝子との 2 重欠失株作製に
よる遺伝的ネットワーク解析を行った結果、既知の冗長な経路を
同定する事ができた。現在は、全予測遺伝子の総組合せによる遺
伝的ネットワーク解析を可能にするための、high throughput 化を
進めている。

3) 枯草菌の機能未知の必須 GTP 結合タンパク質について、
YlqF、Obg、YsxC、YphC という、4 種のタンパク質が 50S サブ
ユニットの形成に関与すること、各タンパク質の機能は独立して
いること、Obg、YsxC、YlqF の順に 50S 前駆体に取り込まれる
こと、YsxC と YlqF の GTPase 活性は前駆体で活性化されるの
に対して、Obg の GTPase 活性は成熟型 50S で活性化すること
等を見出し、50S サブユニットの形成における GTP 結合タンパ
ク質の機能に関するモデルを提唱した（論文 14, 22, 投稿準備
中）。また、残る 3 種の必須 GTP 結合タンパク質についても、
Era、YloQ が 30S サブユニットの形成に関与することが報告さ
れたが、我々も、YqeH の枯渇下で、遊離の 30S サブユニットが
特異的に減少することを見出し、それが 30S サブユニットの形成
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に関与していることを明確に示した（論文 13）。

必須遺伝子産物間の機能ネットワーク
1) 細胞内タンパク質複合体を架橋し、変性条件化で、タグを用

いて単離した後、質量分析計で構成因子を同定する系を開発し、
ゲノム複製、細胞分裂に関与するタンパク質複合体の機能解析を
進めた。その結果、細胞分裂初期に形成される FtsZ-FtsA-EzrA
複合体の中に、新たに、YlmF を見出した。そして、それが細胞
分裂に関与しており、FtsA と機能的に重複しているという、興
味深い知見を明らかにした（論文 20）。

2) 細胞分裂タンパク質 FtsZ のリング形成を負に制御している
EzrA の破壊株では、SOS 誘導時に細胞分裂を抑制する YneA タ
ンパク質の発現、あるいは、細胞分裂位置を制御している noc 遺
伝子の破壊が、合成致死となることを見出した。そして、その合
成致死は、後期細胞分裂タンパク質 FtsL の過剰発現で抑制され
た。こうした結果は、FtsL と EzrA は細胞分裂の過程で、FtsZ
リングの収縮を相乗的に制御していることを示唆している（論文
21）。

3) 枯草菌 YabA タンパク質は複製開始タンパク質 DnaA と相互
作用し、ゲノム DNA の複製開始を負に制御する（論文 24）。そ
の分子機構を明らかにするために、YabA と相互作用する DnaA
ドメインを決定した。その結果、YabA の結合部位は、複製開始
因子 DnaD と重なっている可能性を見出し、YabA は DnaA と
DnaD の相互作用を競合的に阻害することにより、複製開始を抑
制するという機構を提唱した（論文 9）。

タイリングアレイによる転写制御ネットワークの研究
1) 枯草菌・大腸菌について、遺伝子間領域に高密度に probe を

配置したアフィメトリックス社 DNA チップを独自に設計し、
mRNA のハイブリダイゼーション強度を、ゲノム DNA の強度で

補正することにより、転写開始点及び終結点のマッピングに加
え、転写強度の測定も可能であるという、予想以上の結果を得た。
また、ChIP-on-chip 法で転写因子・複製因子の動態を解析するた
めに、DNA- タンパク質間の架橋条件、DNA の抽出法の検討を
進め、RNA ポリメラーゼの諸サブユニットについての解析を行
い、mRNA の転写プロファイルと見事に一致する結果を得た（図
1）。

2) 大腸菌核様体タンパク質 H-NS のゲノム上での分布、転写制
御因子としての機能解析を行い、それがゲノム上の約 250 箇所に
特異的に結合し、基本的にその部位での転写を抑制していること
を明らかにした（図 2）。さらに、そうした H-NS が結合してい
る配列の多くは、最近大腸菌ゲノムに獲得されたものであり、外
来性遺伝子の発現を通常の増殖条件では抑制することが H-NS の
重要な機能であると考えられることが明らかになり、細菌ゲノム
の進化を考える上で重要な知見を得た（論文 19）。

3) 応用ゲノム・計画研究林班の分担者である、大阪大学・戸邊
准教授と、大腸菌 O157 における H-NS による病原性遺伝子のサ
イレンシング解除の分子機構の解明を進めた（論文 10）。また、
ChIP-seq 法を導入し、様々な大腸菌株での H-NS 結合部位の比
較解析を行い、確かに H-NS が新たに獲得された DNA に結合し
ていることを確認すると共に、外来性 DNA の組込を促進するこ
とも示唆された（投稿準備中）。

4) H-NS のホモログである大腸菌 StpA についても解析を行
い、野生株では H-NS と StpA の分布は一致していること、そう
した H-NS の分布は stpA 欠失株でも変化しないのに対し、StpA
の結合部位は hns 遺伝子の欠失により、約 1/3 に減少することを
見出し、StpA は H-NS との相互作用を介して、転写のサイレン
シングや核様体構造の維持に補助的な役割を担う能力を持ってい
ることを明らかにした（論文 5）。実際、実験室株 K12 に比べて、
大量の外来性遺伝子を獲得している O157 株では、StpA がその
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に、ゲノム DNA の oriC 領域ドメインの高次構造形成に関与して
いる可能性を示唆している（投稿準備中）。

3) また、核様体上に分布し、細胞分裂位置の制御を行っている
枯草菌 Noc タンパク質の ChIP-chip 解析を行った結果、それは、
terminus 領域 1/4 を除くゲノム上に分布していることを明らかに
すると共に、その結合配列を同定することができた（論文 4）。大
腸菌における機能的ホモログである SlmA についても解析を行
い、その分布は枯草菌 Noc と同じであることも明らかにした。

代謝ネットワークのモデル化
1) 大腸菌中心代謝系の 37 酵素について、MOPS glucose の条

件で、Western 解析及び qRT-PCR 法による細胞内酵素量及び酵
素遺伝子の発現量を取得し、さらに中間代謝産物の定量を慶應大
学・富田教授と共同で進めた。その結果、解糖系酵素については、
量的な違いは存在するものの、対数増殖期及び静止期において同
様のプロファイルが観察された。一方、解糖系の酵素群が静止期
においても一定量が安定に存在するのに対して、TCA 回路につ
いては、対数増殖期に増加し、静止期においてその量が減少する
ことが観察された。Real Time PCR による mRNA の定量と
Western 解析による酵素量の変動の関係を解析した結果、解糖

病原性に一定の役割を果たしていることが見出されている。
5) 枯草菌には H-NS のホモログは存在しない。しかし、遷移期

に発現する遺伝子の転写を対数増殖期に抑制している AbrB の分
布は H-NS と非常によく似ており、サイレンサーとして機能して
いると考えられることを見出した。興味深いことに、AbrB のホ
モログ、Abh も存在しており、両者の関係も大腸菌における
H-NSとStpAの関係に似ていることも示唆された（投稿準備中）。

6) 枯草菌について、転写産物及び RNA ポリメラーゼσサブ
ユニットとβサブユニット、さらに転写伸長因子 NusA の結合
部位のマッピングを行い、RNA ポリメラーゼの細胞内動態を明
らかにした。その結果、大腸菌と異なり、枯草菌では、基本的に
転写開始複合体は速やかに転写伸長複合体へ移行し、それに伴い
σ 因子と NusA の交換が起こることが明らかとなった（投稿準備
中）。また、転写伸長因子 GreA についても解析を行い、それが
開始複合体から伸長複合体への速やかな移行に寄与していること
を、細胞内で明らかにした（投稿準備中）。

7) さらに、枯草菌について、PhoP 等のいくつかのグローバル
な転写制御因子の ChIP-chip データ、冨栄養培地および最少培地
での増殖に伴う転写プロファイルの径時変化データを取得し、現
在、解析を進めている。

8) 一方、蓄積した枯草菌アレイデータを用いて、各遺伝子の発
現プロファイルの相関解析によりオペロン構造を推定し、さら
に、転写因子欠失株での発現変動とプロモーター領域の配列解析
を統合することにより、諸シグマおよび転写調節因子のレギュロ
ンを推定する、情報処理技術の高度化を進めた（論文 18）。また、
対数増殖期における遺伝子発現の激しい変化を、可能な限り正確
に検出することができる、ディファレンシャルチップ解析法を導
入した（論文 11）。

核様体タンパク質による細胞周期制御
1) 枯草菌の染色体複製開始タンパク質 DnaA の結合部位を解析

した結果、oriC に加えて、6 箇所の遺伝子間領域に安定に結合し
ていることが分かり、そのいくつかでは、下流の遺伝子の発現の
制御に関与していた。また、安定した DnaA 結合領域は、そこに
含まれる DnaA-box の DnaA に対する親和性と DnaA-box の密度
に規定されることが分かり、その結果を用いて近縁細菌の DnaA
結合領域を推定したところ、oriC 近傍に多く見出され、安定した
DnaA- ゲノム DNA 複合体は転写制御以外の役割も担っているこ
とが示唆された（論文 12）。

2) oriC 以外の DnaA 結合領域を欠失した変異株を作製したとこ
ろ、複製開始の制御が乱れることが見出された。興味深いことに、
その表現系は DnaA 結合配列を trans に供給しても抑制されず、
また、ゲノム分配タンパク質 Spo0J の同時欠失により細胞周期の
乱れが大きく促進された。こうした結果は、DnaA は Spo0J と共
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ン脂質合成における YneS 及び PlsX の機能解明は、細胞増殖の
根幹にかかわる遺伝子について、大腸菌の研究からだけでは全体
像を理解することができないことを示した、重要な研究成果で
あった。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
上述のように、ゲノム情報、必須遺伝子情報、タンパク質間相

互作用情報等に基づく、機能未知遺伝子の機能解析により、重要
な遺伝子機能を解明することができた。また、タイリングアレイ
と ChIP-chip 解析を導入することにより、大腸菌・枯草菌の遺伝
子サイレンシングシステムとそのゲノム進化における役割の提唱
や、細胞周期のオーガナイザーとしての核様体と核様体タンパク
質の関与の可能性の発見という、将来につながる重要な研究成果
を得た。

タイリングアレイによる詳細な転写プロファイル解析と ChIP-
chip 解析による転写制御因子の動態解析を統合することにより、
細胞内での転写制御ネットワークのモデル化が展望され、それへ
向けた一定のデータ取得を行ったが、最終的にはモデル化までは
到達しなかった。その原因は、得られたデータの情報処理技術の
開発が遅れたことにある。細菌ゲノムのサイズであれば、目で見
ることにより特徴的な情報を抽出することができた。しかしなが
ら、それでは、様々実験結果を統合して、転写因子と転写プロファ
イルの関係をモデル化することは困難であった。

＜今後の課題、展望＞
1) 現在、ChIP-chip 解析及び ChIP-seq 解析のデータから、転

写産物と制御タンパク質結合部位を抽出するための情報処理シス
テムの開発を進めている。その上で、枯草菌・大腸菌が、富栄養
培地及び最少培地で、対数増殖期から定常期へ、どのような遺伝
子が、どのような制御システムにより発現して、基本代謝と細胞
増殖を維持してくのかという点に焦点を当て、タイリングアレイ
による転写プロファイルの解析、ChIP-chip 法による RNA ポリ
メラーゼ、核様体タンパク質、転写制御タンパク質等のゲノム上
での動態の解析、さらに、細胞内代謝経路の動的ネットワークの
定量、メタボローム解析を系統的に進め、それらの結果を統合し
て 2 つの細菌細胞のモデル化を目指す。そして、どのような細胞
機能を両細菌が維持しようとしているのか、また、両細菌に特異
的な細胞機能は何か、細菌細胞の構築における普遍性と特異性を
解明する。

2) 細菌細胞の核様体は真核細胞における核に相当する構造体と
して遺伝情報を格納・維持し、必要に応じて、それを読み出すこ
とを可能にしている。情報の正確な読み出し（転写、翻訳）と維
持（複製、分配）のためには、それぞれの現象に付随した核様体
の可逆的な変化を必要としており、本研究でもその一端を明らか
にした。そうした成果を発展させ、ChIP-seq あるいは ChIP-chip
法を用いて、ゲノム DNA と核様体タンパク質の相互作用マップ
を作製し、情報の読み出しと維持にかかわる核様体構造のダイナ
ミックな変化を明らかにし、核様体動態の分子基盤を解明する。
また、複製開始タンパク質 DnaA や細胞分裂阻害因子 Noc が核様
体構造の形成に関与しているという結果を得ているが、その解析
を出発点として、核様体構造と複製開始複合体や細胞分裂装置の
相互作用を解明する。

＜研究期間の全成果公表リスト＞
１）論文

1. Yamamoto, N., Nakahigashi, K., Nakamichi, T., Yoshino, M., 
Takai, Y., Touda, Y., Furubayashi, A., Kinjo, S., Dose, H., 

系、TCA 回路のグリオキシル酸経路への分岐までの酵素と、そ
の後の経路の酵素群とでプロファイルに違いが存在する可能性が
示唆された（論文 15, 16）。

2) また、解糖系、TCA 回路、Pentose Phosphate 経路、発酵な
どの約 100 遺伝子の gfp 融合株の作製を行った。Western 解析に
よる大腸菌中心代謝系の 37 酵素に加え、全中心代謝系酵素遺伝
子及びホモログなど、同代謝経路に関連する可能性がある遺伝子
群及び転写調節遺伝子群を選択し、in vivo 単一細胞での観察を可
能にした。現在、融合株を用い、フローサイトメーターを用いた
定量を進めており、糖源の変化等、外部環境の変化に伴う、細胞
内代謝経路の酵素量の変動の解析を進めている。また、アイソザ
イムや代替経路の同定を目的に、2 重欠失株の系統的な解析の系
を開発した。

3) 枯草菌及び大腸菌のメタボロームの動態を質量分析装置を用
いて解析することを目指して、培養細胞からの代謝物抽出法、質
量分析装置による代謝物検出法、情報学的データ解析について、
基盤要素技術の開発を進め、時系列に従って細胞の状態の動的変
化を細胞全体の発現遺伝子ならびに代謝物により特徴づけること
に成功した（論文 8）。

4) LTQ-Orbitrap 質量分析計を用いることにより、網羅的なメ
タボローム解析ができることを見出し、分析条件の検討および情
報処理システムの開発を進めた。また、二つのモデル細菌、枯草
菌と大腸菌、の代謝特異性ならびに共通性という視点で、細胞全
体の代謝の動態の解明を目指すためのデータベース設計を行い、
現在までに、システムズバイオロジー解析を目的とした代謝反応
記述をおこなったデータの整理を進めており、枯草菌と大腸菌に
ついてそれぞれ約 950 種の反応について遺伝子と反応の関係を
データベース化し、近日公開の予定である。これにより培養条件
特異的な代謝の特異性を特徴づける、細胞全体の代謝物を要素と
した数理モデルの開発が可能となる。

＜国内外での成果の位置づけ＞
1) タイリングチップを用いた細菌のゲノム機能研究は、最近に

なって、世界のいくつかの研究室からの報告が出始めているが、
我々の研究は世界的にも先駆的なものであった。特に、水平伝達
により大腸菌ゲノムに侵入した遺伝子群の H-NS によるサイレン
シングの発見は、ほぼ同時に海外の 2 研究室からも報告された
が、細菌ゲノムの進化機構に新しい視点を導入した点で、インパ
クトがあるものであった。実際、それを報告した 2006 年の DNA 
Res 論文は、既に約 40 報の論文に引用されている。

2) H-NS はプロテオバクテリアに特異的である。枯草菌におい
ては、AbrB 及び Abh が、その機能的ホモログとして遺伝子発現
のサイレンシングを担っていると考えられることの発見も、現
在、投稿準備中であるが、細菌の細胞増殖を担う遺伝子機能の普
遍性と特異性を考える上で、インパクトのあるものである。

3) 種々の顕微鏡観察技術の発展により、ゲノムDNAは秩序だっ
たマクロドメインを形成しており、その上に、DNA 複製や分配
装置が装着され機能すること、細胞膜上には細胞分裂装置やタン
パク質分泌装置が規則だって配置されていること、そして、それ
らの連携により細胞複製が制御されていることが明らかになりつ
つある。DnaA, Noc, SlmA の ChIP-chip 解析は、そうした新たな
細菌細胞研究の深化に貢献するものである。

4) 必須 GTP 結合タンパク質の機能解明は、この間の細菌研究
のトピックスの一つであったが、我々の研究はその中でも質の高
いものと総説で評価された。（Current Opinion in Pharmacology, 6, 
453‒458, 2006）

5) 細胞分裂における YlmF、複製開始制御における YabA、リ
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