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研究成果の概要（和文）：DNA 上の遺伝情報が mRNA へと写し取られる転写反応は、転写因子と

呼ばれる蛋白質によって制御されている場合があり、多くの場合、関連する機能を持つ遺伝子

群は同じ転写因子の制御下にある。そこで我々は、機能未知遺伝子の機能を推測するために、

Thermus thermophilus HB8株をモデル生物として用い、機能既知遺伝子と同時に転写制御され

ている機能未知遺伝子を探索した。その結果、4 つの新規転写因子に制御されている合計 6 つ

の機能未知遺伝子を同定することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to find a clue to identify the function of the functionally 
unknown genes, we categorized them based on their transcriptional regulation, using 
Thermus thermophilus HB8 as a model organism.  Genetic information in DNA is transcribed 
to mRNA, which is often regulated by protein called transcription factor.  In many cases, 
the transcription reaction of several genes sharing similar cellular functions is 
simultaneously regulated by a transcription factor.  Here, we investigated the function 
of four novel transcription factors, and identified six functionally unknown genes which 
were transcriptionally regulated together with functionally identified genes.  This 
study may lead to identify the function of the functionally unknown genes. 
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１．研究開始当初の背景 

 構造・機能ゲノム科学の発展により、ゲノ
ム配列や蛋白質の立体構造の情報が大量に

蓄積している今日においてもなお、微生物か
ら高等生物に至るまで、１つの生物のゲノム
の約 30%は、機能の推定すら困難な、いわゆ
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る機能未知遺伝子（蛋白質）である。これら
の機能を解明することは、生命現象を理解す
るために重要な課題であるが、解明の手がか
りが乏しいために困難である。一方、あらゆ
る生命現象をシステムとして理解する学問
であるシステム生物学のための格好のモデ
ル生物として、遺伝子数が約 2,200個と比較
的少ない高度好熱菌 Thermus thermophilus 
HB8株が注目されていた。 
 
 
２．研究の目的 

 DNA上の遺伝情報は、先ず、mRNAへと転写
される。この転写反応は、転写因子と呼ばれ
る蛋白質によって正または負に調節されて
いる場合がある。多くの場合、ある 1つの転
写因子によって制御されている遺伝子群の
機能は関連している場合が多いので、機能未
知遺伝子の機能を、同時に制御されている機
能既知遺伝子の機能から推測できる可能性
がある。本研究課題の目的は、遺伝子数、転
写因子数共に比較的少ない T. thermophilus 
HB8 株をモデル生物として用い、転写制御の
観点から機能未知遺伝子を分類し、機能未知
遺伝子の機能発見の手がかりを得ることで
ある。 

ゲノム解析の結果、T. thermophilus HB8
株は約 2,200 個の遺伝子に対して、約 70 個
の転写因子を持っていると予想されている
が、機能が明らかにされている転写因子は十
数種類に過ぎなかった。そこで我々は、残さ
れた全ての転写因子の機能を解明すること
を目指している。本研究課題では、特に、数
多くの遺伝子を標的としている、いわゆるグ
ローバル転写因子の機能を解明することを
目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 機能を解析する転写因子の遺伝子破壊株
を作製し、本変異株における全 mRNAの発現
を、DNAマイクロアレイを用いて野生株の場
合と比較し、発現が変動した遺伝子をその転
写因子の標的遺伝子候補とした。或いは、ゲ
ノミックセレックス法によって、転写因子と
結合する DNA断片を T. thermophilusのゲノ
ムより単離し、その転写因子の標的配列候補
とした。これらの標的遺伝子候補の中から、
転写因子と DNAとの結合実験や、in vitro転
写実験によって、転写因子の標的遺伝子を絞
り込み、転写因子が認識する塩基配列を同定
した。標的遺伝子産物の機能は、そのアミノ
酸配列、或いは、立体構造から予測した。そ
して、同じ転写因子によって調節されている
機能未知遺伝子もそれらと関連した機能を
持つと予想した。さらに、可能なものについ
ては、転写因子に結合し、その活性を調節す

る低分子化合物（リガンド）を同定し、標的
遺伝子産物の機能予測の一助とした。さらに、
転写因子の立体構造を X線結晶構造解析によ
って決定するか、或いは、ホモロジーモデル
を構築し、転写因子の作用機作を考察した。 
尚、本研究においては、COG (Clusters of 

Orthologous Group) [Tatusov et al. (1997) 
Science 278, 631-637.]による遺伝子の分類
によって、カテゴリーcode S (functionally 
unknown)に分類される遺伝子、及び、何れの
カテゴリーにも分類されない遺伝子を機能
未知遺伝子とした。 
 
 
４．研究成果 
 CRP/FNR ファミリー転写因子、及び、TetR
ファミリー転写因子は、細菌において、数多
くの遺伝子を標的としているグローバル転
写因子である。ゲノム解析の結果、 T. 
thermophilus HB8株は、CRP/FNRファミリー
転写因子と TetR ファミリー転写因子をそれ
ぞれ 4つ持っていることが明らかとなってい
た。我々は、これまで 2つの CRP/FNRファミ
リー転写因子の機能を明らかにしてきた。本
研究課題では、本菌株が持つ 4つ全ての TetR
ファミリー転写因子；TTHA0101 (FadR)、
TTHA0973 (PaaR)、TTHB023 (PfmR)、TTHA0167 
(SbtR)の機能を明らかにすることができた。
これらの TetRファミリー転写因子は、全て、
標的遺伝子の発現を負に調節するリプレッ
サーであった。FadRは脂肪酸の分解に関連し
ている 21 個の遺伝子（機能未知遺伝子 2 個
を含む）を、PaaRはフェニル酢酸の分解に関
連している 11個の遺伝子（機能未知遺伝子 2
個を含む）を、PfmRは脂肪酸代謝とフェニル
酢酸の分解に関連している 8個の遺伝子（機
能未知遺伝子は含まない）を、SbtRはトラン
スポーター、及び、糖・アミノ酸・核酸の代
謝に関連している 10 個の遺伝子（機能未知
遺伝子 2個を含む）を、標的としていた。興
味深いことに、PfmR が結合する塩基配列は、
PaaR が結合する塩基配列と類似しており、
PfmRと PaaRは、in vitroで、それぞれの標
的遺伝子に対して互いに弱い負の転写調節
活性を示した。 
以上の結果、これまでに得られていた知見

と合わせると、T. thermophilus HB8 株が持
つ約 70 個の転写因子のうち、20 個の転写因
子の機能が明らかになった。そして、本菌株
の全遺伝子約 2,200個のうち、30個の機能未
知遺伝子を含む 117個の遺伝子を、転写制御
の観点から分類できたことになる。今後は、
各分野の専門家によって、我々が分類した機
能未知遺伝子（蛋白質）の機能が解明される
ことを期待している。 
 一方、我々は、各転写因子の作用機作を考
察するために、各転写因子の立体構造を解析



 

 

した。FadR、PfmR、及び、SbtR の場合は X
線結晶構造を決定し、PaaRの場合はホモロジ
ーモデルを構築した。その結果、何れの転写
因子も、典型的な TetR ファミリー転写因子
と同様に、N 末端側に塩基性アミノ酸に富ん
だ DNA結合ドメインを持つ二量体を形成して
いた。FadR 分子の中央部にはラウロイル 
(C12)-CoAが結合していた。FadRは、中鎖或
いは長鎖脂肪酸（C10～C18）-CoAの存在下で
はリプレッサーとしての機能を失ったので、
今回決定した構造は DNA非結合型であると考
えている。すなわち、FadRは、中鎖或いは長
鎖脂肪酸の代謝中間体である脂肪酸-CoA が
結合すると DNA結合能を失い、その結果標的
遺伝子群が発現し、脂肪酸の分解が促進され
ると考えられる。PaaRは、フェニル酢酸の代
謝中間体であるフェニルアセチル-CoA の存
在下では DNA 結合能を失った。したがって、
PaaR がリガンド；フェニルアセチル-CoA と
結合すると標的遺伝子群が発現し、フェニル
酢酸の分解が促進されると考えられる。PaaR
分子の中央部にも、リガンドが結合する可能
性のある特徴的な構造が見つかった。PfmR分
子、及び、SbtR分子の中央部にもリガンド結
合部位と思われる特徴的な構造が見つかっ
たが、これらに結合するリガンドを同定する
ことはできなかった。興味深いことに、SbtR
分子に分子間ジスルフィド（S-S）結合が形
成されていた。この S-S結合は二量体化には
寄与していないが、蛋白質の熱安定性に寄与
していることが明らかとなった。この S-S結
合は、リガンドが結合する可能性のある部位
の近傍に存在しているので、細胞内の酸化・
還元状態に応じて S-S結合の形成・切断が起
こり、これがリガンドとの結合を制御してい
る可能性もある。 
 本研究によって、1 つの菌株が持つ全種類
の TetR ファミリー転写因子の構造、機能、
及び、作用機作が明らかになったことで、6
つの機能未知遺伝子を転写調節の観点から
分類できただけでなく、本ファミリー転写因
子の分子系統解析や分子進化解析のための
知見を提供することもできたと考えている。 
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