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研究成果の概要：大腸菌の機能未知必須遺伝子の機能解析を行い、リポ多糖(LPS)、ペプチドグ

リカンの基質の輸送に関与すると考えられる遺伝子群、転写に必須と考えられる新規 DNA 分解

酵素コードする遺伝子群を同定した。また染色体大規模欠失株を用いて野生株では難しい定常

期における生存に関与する遺伝子群の解析を行い、ヌクレオプロテイン複合体を形成し、多く

のストレスから DNA を保護している Dps タンパク質が増殖、生存に重要であることを明らかに

した。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）一つのモデル生物について細胞増殖機
構の全体像を理解するためには、細胞増殖に
必須な全遺伝子を同定し、それらの機能を明
らかにする必要がある。我々は大腸菌につい
てこれまでの研究により302個の遺伝子を必
須遺伝子と同定した。この 302 個の必須遺伝
子の中で、まだ機能が明らかにされていない
必須遺伝子の数はそれほど多くはない。これ
まで多くの研究はそれぞれの現象、過程につ
いてのいわば縦割りの研究が主であり、それ
だけでは全必須遺伝子群の機能解明には至
らないので、やはり必須遺伝子群の Reverse 

genetics が必要になる。 
（２）また上記の必須遺伝子群だけを持つ大
腸菌株が細胞増殖できるとは考えられない。
細胞増殖に必須な過程のうち、バイパスのな
い過程に関与する遺伝子群は必須遺伝子と
して同定されるが、バイパスのある過程に関
与する遺伝子群は野生株の必須遺伝子とし
ては同定されず、破壊しても表現型がわから
ない非必須遺伝子として見えるからである。
全ての必須な過程を理解する時には、後者を
どのように解析するかが大きな問題となる、
我々は染色体大規模欠失株を利用すること
が有効であると考えている。 
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２．研究の目的 
 本研究の目的は、Forward genetics と
Reverse geneticsの２つの研究の流れをうま
く融合させることにより、大腸菌における細
胞増殖に必須な全ての遺伝子群の機能およ
び機能的なネットワークを明らかにするこ
とである。大腸菌は大変よく調べられたモデ
ル生物であるが、細胞増殖過程に限ってみて
もまだまだ多くの重要な問題が残されてい
る。これらの解明には従来からの研究方法に
加えて、ゲノムサイエンス的な研究が欠かせ
ない。本研究の特色はこの両方の研究の流れ
を融合させていること、特に染色体大規模欠
失株を利用することであり、これらにより原
核生物のまだ明らかにされていない多くの
メカニズムの解明につながると期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究では大きく分けて、次の２つの方向

の研究を進めた。 

（ア）野生株で必須な遺伝子のうち機能がま

だよくわかっていない遺伝子の解析 

 具体的な研究方法としては、すでに単離し

た高温感受性変異株から抑圧変異株を単離し

た。抑圧変異株は抑圧遺伝子の同定がしやす

いように、高温耐性株の中から低温感受性に

なったものを選択した。抑圧遺伝子の同定は、

大腸菌染色体ライブラリーを得られた抑圧変

異株に導入し、低温耐性になった菌株からプ

ラスミドを単離して解析した。この時、抑圧

遺伝子だけではなく、多コピー抑圧遺伝子も

しばしば同定され、その両方により遺伝学的

に相互作用のある遺伝子群が同定され、それ

らとの機能的な関連が示唆された。これらの

結果を基に機能の解明を目指して遺伝学的、

生化学的解析を行った。 

（イ）染色体大規模欠失株の解析 

 我々はこれまでに染色体（約4.6Mb）の約

３０％を欠失させた大規模欠失株の作製に

成功しているが、作製した染色体大規模欠失

株について、定常期における生存率が著しく

低下すること。また対数増殖期における生菌

率が低下していることを見出し、これらの性

質が一つの遺伝子の欠損によるものではな

く複数の遺伝子の欠損によるものであるこ

とを明らかにした。これらの性質について広

域欠失変異領域を用いて原因遺伝子群の特

定を進めた。 
 
４．研究成果 
（ア）野生株で必須な遺伝子のうち機能がま

だよくわかっていない遺伝子の解析 

(a) 細胞表層の生合成に必須な遺伝子群の
解析：  

(yfiO遺伝子の解析) 

 大腸菌の外膜タンパク質は大きく分ける
と２つのタイプ、β-バレル外膜タンパク質 
(OMPs) とリポタンパク質、に分けられるが、
どちらも親水性と疎水性の性質を合わせ持
つタンパク質であり、これらが内膜と外膜の
間にある親水性のペリプラズムを通ってど
のように外膜に運搬されるかという問題は
大変興味深い問題である。これまでにリポタ
ンパク質については運搬に必須なLol タン
パク質群が同定され詳細に解析されている
が、β-バレル外膜タンパク質についてはよ
うやく運搬に必須な YaeT タンパク質複合
体が同定されたものの、メカニズムなどにつ
いてはまだよくわかっていなかった。YaeT 
タンパク質複合体を構成するタンパク質に
ついても、それ自体β-バレル外膜タンパク
質である YaeT 以外に、リポタンパク質であ
る YfiO, YfgL, NlpB, SmpA が主に生化学的
解析により同定されてはいるが、これらで機
能的に充分かどうかもわかっていなかった。
本研究ではこのYaeT タンパク質複合体を構
成するタンパク質の一つであるYfiOタンパ
ク質をコードするyfiO遺伝子について解析
を行った。まずyfiO高温感受性変異株の多コ
ピーサプレッサー（抑圧遺伝子）として新規 
yiaD 遺伝子を同定した。変異株を高温で培
養した時の細胞膜を分画して調べたところ、
多コピーのyiaD 遺伝子を導入することによ
りyfiO変異による外膜画分のパターンの変
化がやや抑圧されることがわかり、YiaD タ
ンパク質は YfiOタンパク質の機能に関連す
る因子であることが示唆された。YiaDタンパ
ク質の構造を調べると、外膜に局在するリポ
タンパク質であり、また細胞壁ペプチドグリ
カンとの相互作用に重要であると考えられ
ている OmpA ドメインを持つことから、ペプ
チドグリカンと相互作用するタンパク質で
あると予想された。このOmpAドメイン内のア
ミノ酸を置換した変異体群を作製して調べ
たところ、多コピーのyiaD遺伝子によるyfiO
高温感受性変異株の生育の高温感受性の抑
圧に変化が見られるものがあり、ペプチドグ
リカンとの相互作用が機能に重要であるこ
とが示唆された。 

 

(mviN遺伝子の解析) 

 機能未知必須遺伝子mviNについて、高温感
受性変異株を単離して調べたところ、高温で
培養すると少し膨らんだ細胞や破裂し細胞
質が抜けてしまったゴーストが観察され、細
胞壁合成に関与していることが示唆された。
そこで東邦大学 藤崎博士と共同研究を行い、
細胞壁、ペプチドグリカン合成の中間体につ
いて測定したところ、変異株ではリピド中間
体が蓄積することが明らかになり、キャリア



リピドに結合した中間体を内膜の細胞質側
からペリプラズム側に運搬させるフリッパ
ーゼである可能性が示唆された。 

 
 (b) 染色体動態に必須な遺伝子群の解析：  

(yqgF遺伝子の解析) 
 機能未知必須遺伝子 yqgF は近年、コード
するYqgFタンパク質の立体構造の解析から、
一次構造の相同性は高くないものの、立体構
造では RNaseH 様の折りたたみ構造を持ち、
相同的組換えにおける Holliday 構造の解離
に働く RuvC タンパク質と相同性が高いこと
が明らかになった。この yqgF 遺伝子の機能
を明らかにすることを目指して生化学的お
よび遺伝学的解析を行った。まず高温感受性
変異株から調製したプラスミドでは超らせ
ん構造が変化していることを見出した。また
YqgF タンパク質を精製して調べた結果、
endonuclease 活性が検出された。yqgF 遺伝
子の高温感受性株から回収したプラスミド
を基質に用いて調べたが特異的な切断は見
られず、超らせん構造の変化は yqgF 遺伝子
の変異の二次的な影響であることが示唆さ
れた。RuvC タンパク質が特異的に切断する
DNA を基質に用いても調べたが特異的な切断
は見られず、RuvC タンパク質とは性質が異な
ることがわかった。また遺伝学的解析により、
転写に関与することが示唆され、DNA の正常
な構造を維持することにより転写を正常に
進ませる新規なメカニズムの可能性が考え
られた。 
 

(yeaZ, ygjD, yjeE遺伝子の解析) 
 機能未知必須遺伝子 ygjD のホモログは真
核生物、真正細菌、古細菌に広く存在するこ
とが知られている。1991 年に Pasteurella 菌
の ygjD 遺伝子ホモログがエンドペプチダー
ゼをコードするとの報告があって以来、YgjD
ホモログはエンドペプチダーゼであると考
えられてきたが、2006 年にパン酵母の ygjD
遺伝子ホモログがテロメアの維持や必須遺
伝子群の転写に関与すること、また好熱古細
菌であるPyrococcus菌の ygjD 遺伝子ホモロ
グが DNase (AP エンドヌクレアーゼ)をコー
ドすることが相次いで報告され、近年これら
の YgjD ホモログの機能が注目されてきた。
大腸菌の ygjD 遺伝子については当研究室の
これまでの研究により、他の機能未知必須遺
伝子yeaZ,yjeEと機能的に関連することが示
唆された。本研究ではまず YgjD と YeaZ が複
合体を作ることを見出した。また YgjD-YeaZ
複合体を部分精製して調べた結果、種々の
DNA を基質にした時に興味深い DNase 活性が
検出された。古細菌のホモログについてはAP 
endonuclease であるとの報告があったが、遺
伝学的解析からは支持する結果が得られず、
転写に関与することが示唆された。 

（イ）染色体大規模欠失株の解析 
 自然界で多くのバクテリアは定常期の状
態で、増殖期の細胞とは異なる生理状態で生
存していると考えられている。定常期におけ
る生存機構については、多くの分野から興味
を持たれているにもかかわらず、まだほとん
ど解析が進んでいない。その原因としては、
定常期において生存率が低下する変異株が
ほとんど単離されていないために遺伝学的
解析が難しいことが挙げられる。変異株が少
ない理由としては、生存機構が複数のシステ
ムによっており、一つの遺伝子の欠損では表
現型が見られない可能性が考えられる。実際
に我々が作製した染色体の約 30%を欠失させ
た大腸菌染色体大規模欠失株について、定常
期における生存率が低下していることが明
らかになり、その原因が複数の欠失変異の組
み合わせによっていることがわかった。しか
しその原因遺伝子群はまだ同定されておら
ず、具体的な生存機構については知見が得ら
れていなかったので、本研究では原因遺伝子
群の同定を行った。これまでの研究により原
因欠失変異の一つとして LD3-15（欠失領域：
約 135Kb）が同定され、またさらにこの欠失
領域内に複数の原因遺伝子が存在すること
が示唆されていたので、この欠失領域内に部
分的な欠失変異を多数系統的に作製するこ
とにより原因遺伝子群の同定を試み、dps、
ybhN、ybhC 遺伝子を同定した。また増殖期の
生菌率が低下していることもわかり、これも
複数の遺伝子の欠損によるもので、やはり
dps 遺伝子の欠損が原因の一つであることが
わかった。dps 遺伝子についてはコードして
いる Dps（DNA Protecting protein under 
Starved conditions）タンパク質が、定常期
において DNA と非特異的に結合して安定な
「バイオクリスタル」と呼ばれるヌクレオプ
ロテイン複合体を形成し、多くのストレスか
ら DNA を保護していることが知られている。
これまで外からのストレスに対するdps遺伝
子の機能については報告されていたが、今回
dps 遺伝子が直接増殖、生存に重要であるこ
とが明らかになった。 
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