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研究成果の概要（和文）：PCB分解細菌Acidovorax sp.KKS102株を解析するのにあたりqTnSeq法を開発した。こ
の過程において汎用の逆転写酵素が強いtailing活性を有していること、またこの活性を増強する促進化合物を
発見した。またあらかじめ形成させた3'突出に対して一本鎖DNAを高効率で取り込ませる方法を開発した。様々
な特質を備えたTnカセットをデザイン、人工合成しこのTnカセットを使用しておよそ6万クローンよりなるTn変
異株ライブラリーを作製し、構築したqTnSeq法にて十分な効率で解析可能であることを示した。他方、本株のカ
タボライト調節およびICE転移について、基礎学問的に重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：To investigate a PCB degrader Acidovorax sp. KKS102, a method named qTnSeq 
was developed. We revealed strong 3' tailing activity of a reverse transcriptase, and a series of 
tailing enhancers. We also optimized an unique reaction named CIS reaction. In the CIS reaction, a 
single strand DNA with 3' end sequence complementary to the tail is incorporated with concomitant 
DNA polymerization starting from the 3' tail. We designed and created transposon cassette for 
qTnSeq, and constructed a Tn mutant library consisting of about 60,000 clones, and we demonstrated 
the usefulness of the qTnSeq method.  In addition, we investigated Acidovorax sp. KKS102 with 
respect to its catabolite control mechanism and a mobile genetic element that carries PCB-degrading 
genes.

研究分野： 分子生物学

キーワード： MMLV-RT　tailing activity　tailing enhancers　adaptor ligation　catabolite control　protein a
cetylation　TCRS
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
人為起源の難分解性化合物を分解可能な細
菌は、国際的に精力的に研究対象とされてき
た。その結果、様々な化合物について、分解
代謝経路と関与する酵素遺伝子が見いださ
れるとともに、酵素遺伝子の発現調節、分解
関連遺伝子の水平伝達、複数種の細菌による
協調的代謝などについて、様々な観点から基
礎学問的に興味深く、また実際にバイオレメ
ディエーションを行う際に極めて重要とな
る基礎知見が得られてきた。分解関連遺伝子
の多くは、プラスミド上に存在するものが多
く知られてきたが、近年 ICE (integrative 
and conjugative element)が注目を集めてい
る。ICE は染色体から切り出されてプ ラス
ミド状になり接合によって他菌株に伝達さ
れ、再度ゲノムへとインテグレートされて安
定に保持される特異的な可動性遺伝因子で
ある。 
土壌に純粋培養した菌を散布しても速やか
に死滅してしまい期待した機能を発揮でき
ないことが明らかとなってきているが、これ
までの ICE 研究から、ICE を利用すること
で、土着細菌群集に任意の遺伝子を分配
(distribute)して安定に保持させ、機能させ
ることができるとの着想に至った。ただし、
ICE の高度利用には、さらなる解析により基
礎学問的観点より詳細を明らかにすること、
接合伝達頻度を向上させる必要がある。 
多くの難分解性化合物の分解遺伝子は多く
の場合様々なレベルの制御を受けているこ
とが明らかになっている。細菌に特定の微生
物機能を十分発揮させるには、その発現制御
機構の詳細の解明が必要である。なかでもよ
り好ましい炭素源が存在するときに、難分解
性化合物の分解遺伝子の発現を抑制するカ
タボライト調節は、最適な増殖環境下で望む
機能の発現を抑制する機構であり、その詳細
の解明が望まれる。 
これらの観点から、難分解性物質分解細菌に
ついてさらに理解を深める必要があるが、特
に、次世代シーケンサーの登場によって、全
ゲノム配列が完全決定された分解菌の数も
飛躍的に増加しつつあり、全ゲノム情報に基
づいて分解細菌を総合的に解析することが
主流となってきている。また登場してまだ日
が浅い次世代シーケンサーに関しては、これ
を利用した様々な解析手法が登場する段階
にあり、新規技術の開発と適用によって、新
規性の高い知見の提示が可能であると期待
される。 
これら知見・理解をふまえて開発される新た
な方法論と技術は、バイオレメディエーショ
ンだけでなく、幅広い技術分野、産業分野へ
応用されることが期待される。 
 
２．研究の目的 
β-プロテオバクテリアに属し、PCB/ビ フェ
ニル分解遺伝子群(bph 遺伝子群)を ICE 上
に保持する土壌細菌 Acidovorax sp. KKS102 

株を主な解析対象として、以下の解析を実施
する。 
特異的タグ配列を用いることにより、現行法
では PCR バイアスによって失われる定量性
を維持するところに特色がある 2 つの新規 
手法を構築する。 
qTnSeq 法(quantitative Tn insertion site 
Sequencing 法)はトランスポゾン(Tn)変異
株ライブラリー中の Tn カセット挿入箇所
を一括して定量的に同定する新規解析手法
である。カセットの一端に外向きに向かう構
成的なプロモーターを配置したカセットを
用いた Tn 変異株ライブラリーをも作製し、
併せて定量的に解析すれば、任意の現象に関
わる遺伝子を網羅的に同定することが可能
であると期待される。一方、 qTSS 法
(Quantitative Transcriptional Start Site 
法)は細菌の転写開始点を網羅的かつ定量的
に明らかにできる新規解析手法である。 
また本株のカタボライト調節機構を明らか
にすること、本株の ICE の接合伝達頻度が向
上した株を得ること、および、ICE 接合伝達
に付いて知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
以下に述べるように、キャピラリーシーケン
サーを活用することで、qTnSeq 法を確立する
とともに、分子生物学的手法、遺伝学的手法
により、各種の解析を行なった。 
４．研究成果 
4-1 qTnSeq 法の開発 
4-1-1 qTnSeq 法について 
Tn 変異株ライブラリーを一括して解析する
手法として次世代シーケンサー(NGS)を利用
した方法(TnSeq 法)が近年利用されるように
なってきている。TnSeq 法では、Tn 変異株ラ
イブラリーDNA を断片化処理後、DNA 末端を
ポリッシングと呼ばれる過程により平滑化
し、NGS 解析に必要なアダプターDNA 配列を
連結し、ついで PCR 増幅によって NGS シーケ
ンスライブラリーを調整し、NGS 解析によっ
てリードを得る。しかしながら、TnSeq 法で
は PCR増幅を行うため十分な定量性が得られ
ないという欠点がある。 
本研究では、十分な定量性をもって解析が可
能な qTnSeq 法を開発した。qTnSeq 法では、
断片化した Tn ライブラリーDNA に、ランダム
な配列よりなる識別タグ配列部分(Unique 
Molecular Identifier : UMI と称する)と NGS
アダプター配列よりなるDNA配列を連結した
のちに、PCR 増幅を行う。NGS 解析によって
得られたリードについて、識別タグ配列を利
用することで、同じ DNA 分子に由来するリー
ドについて重複カウントを防ぐことができ
るため、高い定量性が担保される。 
4-1-2 高効率アダプターDNA 連結方法の構築 
qTnSeq 法の核心部分は、ランダムな配列を含
むアダプターDNA を、断片化した Tn ライブラ
リーDNA に連結する段階である。当初、様々
な既知の方法を試したが、効率良く連結させ



ることはできなかった。そこでモデル平滑
DNA 末端を用いて、この末端に効率良く UMI
含有アダプターDNA を連結させる方法を模索
することとした。 
4-1-3 キャピラリーシーケンサーを用いた
実験系の構築 
当初ポリアクリルアミドゲル、あるいは変性
ポリアクリルアミドゲルを用いた解析を行
っていたが、解析が非効率的であった。そこ
で使用が簡便なキャピラリーシーケンサー
を用いた解析系を構築することとした。キャ
ピラリーシーケンサーでは変性条件下で、
1000塩基程度の幅広いレンジでの解析が1塩
基の解像度でのデータ取得が簡便に実施可
能である。ただし、キャピラリーごとに、あ
るいは泳動ごとに、泳動度が異なるため、得
られたデータを相互に比較することは簡便
に実施できる状態になかった。そこで本研究
では、キャピラリーシーケンサー由来のデー
タ を 解 析 す る た め の ソ フ ト ウ エ ア
TraceViewer を作成した。TraceViewer の詳
細については本報告書の別の節で述べ、ここ
では解析方法についてのみ簡単に触れる。実
際のサンプルの解析においてはサンプルに
サイズスタンダード(サーモフィッシャーサ
イエンティフィック社の LIZ 500 サイズスタ
ンダードを通常用いた)を混ぜてキャピラリ
ーシーケンサーでデータを取得し、得られた
データについて、サイズスタンダードを 2つ
選択し、このサイズスタンダードを用いて泳
動度を補正することでデータが相互に比較
可能になる。なお蛍光基である LIZ は別の蛍
光基であるFAMとは、お互いに全く干渉せず、
またデータは異なるチャンネルとして得る
ことができる。 
4-1-4 モデル平滑 DNA 末端 
モデル平滑 DNA 末端としては、300 bp の DNA
断片を断片中にあるPvuIIサイトで切断した
70 bp のものを用いることとした。300 bp の
DNA 断片は、片方の PCR primer に 5'端に FAM
蛍光基を付加したものを用いることで調整
した。得られた 70 bp の DNA 断片は、片方の
5'端が FAM ラベルされており、同一分子の反
対側の3'端にアダプターDNAなどが付加され
た場合に、これを FAM ラベルされたストラン
ドの長さの変化として捉えることができる。 
4-1-5 逆転写酵素による tailing 活性の同定 
本研究では、マロニーマウス白血病ウィルス
由来の逆転写酵素(以下 MMLV-RT)が強い
tailing活性を有していることを見出し、4 mM
の Mn2+が活性を強く促進すること、基質とし
て与える dATP、dCTP、dGTP、dTTP について
も 4 mM 程度が至適であるなどの最適条件を
見出した。ここで tailing 活性とは、DNA 
polymerase が鋳型非依存的に DNA の 3'端に
ヌクレオチドを付加させて 3'突出末端を形
成する活性を言う。従来実用的なレベルで付
加可能なのは 1塩基の Aだけであり、TA クロ
ーニングやNGSライブラリー調製などに利用
されている。MMLV-RT は強い tailing 活性を

有しており、A だけでなく C、G、T も付加可
能であった。末端の塩基組成によって付加活
性に若干の差異が認められたが、DNA の長さ
によらず付加活性が認められた。また C と G
と T の付加を dGMP、dCMP、dAMP が促進する
ことを見出した(Scientific Reports 2017a)。 
4-1-6 逆転写酵素による tailing 活性の促進
剤の同定 
記述が前後するが、後述する CIS 反応は、突
出された塩基が長いほど効率が良い。CIS 反
応を効率良く実施するには、突出塩基数がよ
り長い方が良い。そこで、dGMP、dCMP、dAMP
よりも良い促進剤の探索を行った。dGMP が
C-tailing を、dCMP が G-tailing を、dAMP が 
T-tailing を促進したことから、促進剤はワ
トソンクリック対合によって付加を促進す
ることが示唆され、また、ワトソンクリック
対合可能な塩基であれば、促進剤として働く
可能性が考えられた。そこで市販されている
ヌクレオチド、ヌクレオシド、塩基の各種に
ついて促進剤として働くかどうかと、至適濃
度の決定を行った。その結果として、
G-tailing を 200 mM のデオキシシチジンが最
も促進することなどを見出し、G については
4 つ程度、C と T については 3 つ程度を突出
できるようになった(見出された促進剤の中
には、とめどない付加を誘導するものもある
が、利用上好ましい性質ではないと考えられ
る)。Aについては促進剤は見出されていない
が、促進剤なしで 4つ程度の突出を形成可能
である。また各促進剤が別の塩基の付加に影
響を与えるか検討した結果、促進剤の効果は
ほぼ特異的であった(Scientific Reports 
2017b)。 
4-1-7 CIS 反応の最適化 
3'端からヌクレオチドを突出させた二本鎖
DNA に、その突出末端と相補的な 3'端を有す
る 一 本 鎖 DNA( 以 下 guide adaptor 
oligonucleotide; GAO とする)とを加え、
MMLV-RT を作用させると、3'の突出末端から
GAO の相補鎖が合成させることがすでに報告
されていた。ただし、この報告では、突出さ
せたヌクレオチド数は 1 から 2 程度と短く、
十分な効率で反応を起こさせることは不可
能であり、実際、実用的な反応であるとはみ
なされてこなかった(本反応には名前がつけ
られていなかったことからCIS反応と命名し
た)。本研究で、上記の通り十分な数のヌク
レオチドを 3'から突出させることができる
ようになったことから、様々な視点から検討
を行った。その結果、反応効率については、
あらかじめ G を突出させておき、ついで 3'
端が Cの連続である GAOを作用させた時に最
も反応効率が良く、ついで C突出に 3'が Gで
ある GAOを作用させる効率が良いことが見出
された。またあらかじめ突出させたヌクレオ
チドの長さと反応効率について調べたとこ
ろ、G の突出数 1 から 4 では 4 が最も良く、
また C-突出についても、長く突出させた方が
良いことが見出された。また GAO について、



最長 72 ヌクレオチドのものを試し、およそ
98%程度の高効率で反応が起こることを示し
た。また、識別タグ部分を含むGAOについて、
一定の DNA 濃度範囲において、同様の高効率
で反応が進行することを示した。なおこの際
の GAO の 配 列 は
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNN
NNNNDDCCCCCCである(DNA Research in press)。
一本鎖DNAを高効率で相補鎖合成を伴いなが
ら取り込む反応は、UMI の導入を考える上で
非常に望ましい反応である。 
なお当初 UMI とする部分の配列として NNNNN
を用いていたが、NNNNN では NGS で読み取っ
た場合に 1塩基あるいは 2塩基について、読
み誤りを起こすことが頻繁にあることが観
察された。このことから比較的長いタグを用
いることにして、カウント数が多い UMI と 3
塩基違うものまでは、当該 UMI の読み取りエ
ラーによって生じたものとして処理するこ
とが有効であると考えられた。 
4-1-8 qTnSeq に用いる Tn カセットのデザイ
ン 
qTnSeq 法では、Tn 変異株ライブラリーから
調製した DNA を、超音波処理などによって断
片化する。この後末端ポリッシング、
G-tailing、CIS 反応による UMI 含有アダプタ
ーDNA の連結、PCR による増幅と NGS 解析、
データ解析を行うが、リードを多数取得でき
ることを特徴とするイルミナシーケンサー
の使用を考えると、Tn カセットの末端から、
アダプターDNA までの長さは数百塩基が最大
である。何の工夫もなく Tn 変異株ライブラ
リーから調製したDNAをこの条件に合うよう
に断片化すると、Tn カセット部分で断片化さ
れたものがかなりの割合で生じてしまうこ
とが懸念された。このことなどから、Tnカセ
ットの配列を全て人工的にデザインしたも
のを作製した。このカセットは以下の特徴を
有する。(1)カセットの末端は"read 1 領域"
であり、この領域のうちカセット末端部分は
Tn5 の transposase が効率良く認識するとさ
れる ME配列である。(2) read1 領域の隣には、
イルミナシーケンシングに必要な P5 領域が
配置されている。(3)P5 領域の隣にはレアカ
ッティングな制限酵素である I-CeuI の認識
部位が配置してある。(4)外側に向かうプロ
モーターを配置したものと、配置しないもの
の 2種類を作製した。プロモーターを配置し
ないものの場合、外向きの転写をストップす
るための転写終結配列を配置した。(5)薬剤
耐性遺伝子として、カナマイシン、ゲンタマ
イシン、トリメソプリム、テトラサイクリン
耐性遺伝子を乗せたものを作製した。これら
は容易に置換可能なようにユニークな制限
酵素部位間にクローニングした。デザインし
た Tnカセットを用いて作製した Tn変異株ラ
イブラリーの解析については、(1)あらかじ
めライブラリーDNAをI-CeuIで消化すること
により、続く超音波による断片化処理の時に、
重要な部分が断片化するのを抑制すること
ができる。(2) P5 配列が Tn カセット中に存
在しているため、NGS ライブラリー調製時の
PCR 効率が高いことが期待できる。 
4-1-9 Acidovorax sp. KKS102 株由来の Tn 変

異株ライブラリーの作製 
作製した Tnカセットのうち Gm耐性遺伝子と
外側に向かうプロモーターを配置したカセ
ットを KKS102 株由来の SA17 株に導入し、お
よそ6万株よりなるライブラリーを作製した。 
4-1-10 Tn 変異株ライブラリーDNA 解析の問
題点 
上記で作製したライブラリーについて、コバ
リス社のアコースティクソルビライザーに
より断片化後、市販の kit による末端修復を
行い、ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行
い、およそ 50 bp 程度の幅で DNA をゲルから
切り出して精製した。これはG-tailingとCIS
法がの効率について確認するためである。こ
の結果、CIS の産物を、反応前後でポリアク
リルアミドゲル電気泳動で解析したところ、
ほとんど反応していないことが見出された。 
これらのことから上記モデルDNAに対して非
常 に 高 効 率 で の 反 応 が 可 能 で あ っ た
G-tailing 反応と CIS 反応が、実際の Tn 変異
株ライブラリーDNA を断片化したものに対し
てなぜ進行しないのかを解析することとし
た。可能性としては、(1) KKS102 株の DNA の
配列組成がモデルDNAと異なっている可能性、
(2) 細菌から調製したDNAが高度に修飾され
るなどして、モデル DNA と異なっている可能
性、などが考えられた。そこで FAM を片側の
5'端についた DNA を PCR で調製し、これをコ
バリス処理により断片化し、さらにポリアク
リルアミドゲル電気泳動により泳動し、短い
幅で切り出すことで、モデルコバリス処理
DNA とした。これに対して、末端ポリッシン
グ、G-tailing、および CIS 反応を行ったと
ころ、ほとんど反応が進行しなかった。この
ことから、変異株ライブラリーDNA でほとん
ど反応が進行しないのは、KKS102 株ゲノム
DNA 特有の問題ではなく、当該モデルコバリ
ス処理 DNA を用いて、問題を解決できること
が示唆された。 
4-1-11 モデルコバリス処理 DNA のポリッシ
ング 
モデルコバリス処理DNAをキャピラリーシー
ケンサーで解析すると、ピーク間の谷が浅く、
また 1塩基の幅と思われる幅に 2つ以上のピ
ークが存在するなど、超音波で剪断した DNA
の末端は、通常の酵素的に構成された末端と
異なり、通常は構成されないような"異常な"
様々な形状の混合状態にあり、これに市販の
ポリッシングキットが作用できないことが
考えられた。実際、これら kit だけでなく、
T4 DNA polymerase などを作用させても、異
常な形状には変化は見られなかった。この異
常末端にある処理を行ったところ、異常なピ
ーク形状に変化が見られ、およそ 70%程度の
効率で CIS 反応が進行するようになった。 
4-1-12 Tn 変異株ライブラリーの解析 
実際に Tn 変異株ライブラリーの解析を行っ
た。その結果約 6 万カ所の Tn 挿入箇所を定
量的に明らかにすることができた。なおこの
際、同定したのは 97 万分子、用いた DNA の
量から計算される検出効率は 35%であった。 
4-1-13 qTnSeq 法の構築(まとめ) 
qTnSeq 法について、本研究では、 



(1) Tn カセットをデザイン、作製した。 
(2) 末端平滑化が効率上問題であることを
明らかにし、末端修復への糸口を見出した。 
(3) MMLV-RT による強い tailing 活性を見出
した。 
(4) tailing の促進剤を発見した。 
(5) CIS 反応を見出した。CIS 法は qTnSeq 法
だけでなく、様々な解析に利用可能であると
期待される。 
(6) 実際に qTnSeq 法が実施可能であること
を実証した。 
4-2 TraceViewer の開発 
変性ポリアクリルアミドゲルを用いた解析
は、シーケンシング以外にも、DNA が関連す
る諸反応、たとえばフットプリンティング法、
primer extension 法だけでなく、様々なアイ
デアに基づく解析に用いられてきた。しかし
ながら巨大なゲルを作製しなくてはならな
いこと、ゲルが非常に取り扱いにくいこと、
泳動や検出に時間がかかること、解析できる
サンプル数が多くないことなど、効率的な解
析には向かない実験系である。 
一方で、キャピラリーシーケンサーによる泳
動は変性条件下での泳動であるものの、ゲル
調製が不要で変性ポリアクリルアミドゲル
電気泳動よりもずっと簡便に、十数塩基から
1000塩基程度の範囲で1塩基の解像度の解析
が可能であること、1 fmol 程度のごく微量の
DNA 分子でシグナルが振り切れるほどの高感
度であること、など非常に望ましい特性があ
る。しかしながら現在でも多くの解析が、変
性ポリアクリルアミドゲル電気泳動でなさ
れている。これは、キャピラリーごとに電気
泳動度が異なるために、サンプル間を比較す
ることが困難であることに起因すると考え
られた。 
本研究では、あらかじめサンプルに混ぜてお
いたサイズスタンダード(最低 2 種類のサイ
ズの DNA 分子を含む)の泳動度を用いて、泳
動度を補正して表示可能なソフトウエア
TraceViewer を作成した。なお本研究では解
析対象として FAM ラベルを、サイズスタンダ
ードとしては LIZ ラベルを使用した。この 2
つの蛍光基は、蛍光特性上お互いに干渉し合
うことがなく、蛍光シグナルは別々の数値列
として出力される。 
本ソフトウエアは macosx で動作し、ABIF 形
式のデータであれば読み込むことができる。
本ソフトウエアでは、ピークの選択やピーク
面積の出力といった基本的な機能だけでな
く、選択したピークの画面上の面積を揃えて
表示する機能、データとデータを重ね合わせ
て表示する機能、グラフィックスソフトウエ
アで編集可能なpdf形式でデータを出力する
機能など、キャピラリーシーケンサーより得
られたデータを解析する上で望ましい機能
を多数実装している。 
4-3 Acidovorax sp. KKS102 株のカタボライ
ト調節機構の解明 
KKS102 株が保持する PCB 分解遺伝子群の pE

プロモーターは二成分調節系のレスポンス
レギュレーターBphQ によってカタボライト
調節されることが見出されているが BphQ の
直上流に同じ向きでコードされているセン
サーカイネース BphP がどのようにカタボラ
イト調節に関与しているかは不明であった。 
4-3-1 BphP の C 末端ドメインは BphQ を in 
vitro でリン酸化する 
BphP の C 末端ドメイン(自己リン酸化ドメイ
ンとリン酸化ドメインを有する。以下 BphPc
とする)を大腸菌で発現させ精製した。BphPc
を 32P-ATP とインキュベートしたところ、リ
ン酸化することが観察された。またリン酸化
BphPc を BphQ とインキュベートすると、BphQ
がリン酸化されることが観察された。一方、
32P-ATP と BphQ のインキュベートでは、BphQ
はリン酸化されなかった。 
4-3-2 in vivo で BphPc は BphQ 依存的に pE
を強く活性化する 
BphPcとBphQを大腸菌中で発現させたところ、
pE プロモーターを強く活性化することが見
出された。このことから、BphQ は大腸菌の
RNA polymerase と協調して pE プロモーター
を活性化できると考えられた。 
4-3-3 BphQ のリジン残基は、in vitro でア
セチル化される。 
近年タンパク質リジンアセチル化が、タンパ
ク質の機能調節に関することが、原核生物に
おいて報告されるようになってきている。精
製した BphQ をアセチルリン酸、あるいはア
セチル CoA とインキュベーションし、抗アセ
チルリジン抗体をもちいたウエスタンブロ
ッティングを行ったところ、BphQ がアセチル
化したと考えられるシグナルが検出された。
またさらに、精製 BphQ に対してアセチル化
処理をしたのちに、トリプシン処理後に
MALDI-TOFMS にて解析したところ、108 番目
のリジン残基がアセチル化されたと考えら
れる結果を得た。 
4-3-4 推定立体構造に基づく解釈 
BphQの推定3次元立体構造モデルを作成した。
推定モデル上では K108 は、推定リン酸化部
位のごく近傍に位置しており、この部位のア
セチル化が、リン酸化に影響を与えると考え
ても無理が無いと考えられた。 
4-3-5 Acidovorax KKS102 株のカタボライト
調節機構 
栄養条件が良い場合、細胞内のアセチルリン
酸あるいはアセチルCoAといった分子の濃度
が上昇し、これによって BphQ が翻訳後修飾
されると、BphP によってリン酸化されなくな
り、プロモーターを活性化できなくなること
が、カタボライト調節の主要メカニズムであ
ると示唆される。このような機構がカタボラ
イト調節に関与していることは知られてお
らず新規性の高い知見である。今後さらなる
解析が必要である。 
4-4 Integrative and Conjugative element
に関する解析 
KKS102 株由来の SA17 株が、野生型株と比較



して 1000 倍程度高い接合伝達頻度を有して
いることを見出した。本株は bph遺伝子群の
下流にある traR 遺伝子を破壊した株である
が、破壊に伴って traR 下流にある接合伝達
装置をコードする遺伝子群が非意図的に高
発現するに至ったと推定される株である。本
株染色体のランダムな位置に、ゲンタマイシ
ン耐性遺伝子を含むトランスポゾンカセッ
トを挿入したライブラリーを作製した。本ラ
イブラリーを、同じく KKS102 株に派生する
株であり、カナマイシン耐性を付与した株と
30 分間、接合させることで、ゲンタマイシン
とカナマイシン両方に耐性となった接合体
株を複数得た。この接合体株 37 株について
カセット挿入位置を決定したところ、KKS 株
の染色体全体に散在していた。このことから、
接合によってICE部分だけでなく染色体全体
が、供与菌から需要菌へと伝達したことが示
唆された。おそらく染色体に潜り込んだまま
の状態でICEが水平伝達することがあると考
えていたが、その接合開始点がゲノム状に複
数存在していることを示唆している。 
4-4-2 ICE 上の接合伝達開始点(oriT)の同定 
ICE上に存在するrelaxase遺伝子の上流配列
を解析したところ、非コーディング領域であ
るにしては塩基レベルでの保存性が高いこ
とが見出された。この領域について、プラス
ミドにクローニングして KKS102 株から他株
へと伝達するか検討したところ、伝達される
ことが見出された。このことから、ICE 上の
oriT として機能できる部分を同定できたと
考えている。 
4-5 転写開始点の同定手法の構築 
template switching と呼ばれる反応により、
逆転写により合成された cDNA の末端に、UMI
をつけた上で PCR増幅して NGSシーケンスラ
イブラリーを作製する方法を考案した。二本
鎖 DNA に対する tailing 反応や、CIS 反応の
特性を利用して反応効率の上昇を狙ったが、
3'末端が Uであるような RNAに対する反応が
ほとんど起こらないという欠点が見出され
ており、これを改善する方策が見出されてい
ない。一方で、新生 RNA 5'端(リン酸基を 3
つ有する)に対しても、当該反応が起こると
いった操作上の有用な特性も見出されてい
る。 
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