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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌においてトランスポゾンの一種である挿入配列

(IS)の excisionを促進する新規因子として、IEE (IS excision enhancer)を同定した。また、

腸管出血性大腸菌 O157 における IEE の機能解析から、その反応が IS3 にコードされてい

る転移酵素との相互作用により起こることを明らかにした。加えて、この IEE のホモログ

が、腸管出血性大腸菌だけでなく系統関係を超えた様々な菌種に存在し、遺伝子水平伝播

により多種多様な菌種にその分布を拡大したことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified a new factor that promote the excision of insertion
sequence element (IS) in enterohemorrhagic Escherichia coli, and named the protein as
IS-excision enhancer (IEE). From the functional analyses, IEE promote the excision of IS3
members from the Escherichia coli O157 genome by combined action with IS transposase.
In addition, homologs of IEE were widely distributed in a variety of bacterial species by
horizontal gene transfer.
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１．研究開始当初の背景
全ての生物にとって DNA 二本鎖切断

（DSB）は、生命の維持に関わる重篤な DNA
損傷である。その修復機構として、大腸菌で
は RecA 組換え酵素を介した相同組換え機構
(homologous recombination)は存在するが、相

同性のない切断部位を直接結合修復する末
端 修 復 機 構 (non-homologous end-joining
[NHEJ] system)は存在しないとされている。
申請者は、腸管出血性大腸菌（EHEC）のゲ
ノム多様性解析から、O157 や O26 などの腸
管出血性大腸菌に、既知の NHEJ 関連遺伝子
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とは異なる全く新しい NHEJ 機構が存在する
可能性を見出していた。EHEC のような病原
菌に NHEJ 機構が存在することは、DNA 損傷
を誘発する環境要因や変異原に対する抵抗
性因子として、環境中での EHEC の生存に関
係している可能性が高い。

２．研究の目的
本研究では、O157 の血清型を持つ株を含む
EHEC に存在する新規 NHEJ 関連因子を同
定し、その修復機構の分子メカニズムと生理
的な役割を明らかにすること、さらに、同定
された NHEJ 関連因子について、様々な菌種
における保有状況を調べることを目的とし
た。

３．研究の方法
１）NHEJ 関連遺伝子の同定：

挿入配列の一つである IS3 ファミリーに属
する ISは挿入部位から excisionする際にDSB
が形成されると考えられている。このことか
ら、IS3 ファミリーの一つである IS629 の
excision 頻度（つまり、DSB 修復を起こす頻
度）の違いを以下に示す excision 解析法によ
り検定した。
IS629 の転移
酵素（Tnp）の
遺伝子をテト
ラサイクリン
（Tc）耐性遺
伝子と入れ替
えた IS629-Tcr
がアンピシリ
ン（Ap）耐性
遺伝子内に挿
入されたプラ
スミド
pER-ISTC を
各株に導入し、別のプラスミド pTNPts-AB か
ら供給した Tnp による IS629-Tcr の excision
と repair の頻度を Ap 耐性の獲得を指標にし
て検出した（図１）。解析対象には、堺株を
含む O157 株 9 株、他の EHEC 21 株（O26、
O111、O103 の合計 21 株）を用い、excision
と repair の頻度の高い株を抽出した。

さらに、excision 解析に用いた 30 株のマイ
クロアレイによる遺伝子レパートリー解析
の結果から頻度の高い株に特異的に存在す
る遺伝子群の同定を行った。
２）遺伝子破壊株を用いた excision 頻度の検
定：

項目 1)において同定された遺伝子群につ
いて、O157:H7 堺株の遺伝子破壊株を作製し、
excision 頻度検定法により、野生型と比べて
頻度が低下する、つまり、修復が起こる頻度
が低下する遺伝子を同定した。
３）新規 NHEJ 関連候補遺伝子の機能解析：

候補 ORF を発現ベクターにクローニング
して候補蛋白質を精製し、in vitro で NHEJ に
関わる活性を調べた。また、候補蛋白質が単
独で NHEJ に作用するのかどうか等を調べた。

また、腸管出血性大腸菌 O157:H7 堺株に関
し、IEE 及び IS 転移酵素が存在する in vivo
環境下における IS629 の excision 現象につい
て、東洋紡との共同開発（特願 2006-155279）
で作製した O157 IS-printing system を用いて
検定した。さらに、excision が生じた部位周
辺の配列を決定し、IEE によるゲノム再編成
への影響を調べた。
４）新規 NHEJ 関連候補遺伝子の菌種間にお
ける分布：

同定した候補遺伝子についての相同性検
索を行い、どのような菌種が保有しているか、
また、保有する菌種については、ゲノム上の
どのような領域に存在するかを調べた。さら
に、ホモログ間での相同性と機能ドメインの
有無についても解析した。

４．研究成果
１）NHEJ 関連遺伝子の同定：

30 株の EHEC についての excision解析から、
9 株が高い頻度を示すことが明らかになった。
さらに、マイクロアレイによる遺伝子レパー
トリー解析の結果との比較から、頻度の高い
9株に特異的に存在する 31遺伝子を同定した。
２）遺伝子破壊株を用いた excision 頻度の検
定：

項目 1)で同定された 31 遺伝子について、
大腸菌研究で汎用されている Wanner 法を用
いて遺伝子破壊株を作製した。これらの株に
ついて excision 頻度検定を行った結果、遺伝
子破壊により頻度が低下する遺伝子を 1 個同
定することに成功した。
３）新規 NHEJ 関連候補遺伝子の機能解析：

項目 2) で同定された遺伝子を発現ベクタ
ーにクローニングして精製を試みたが、可溶
化蛋白質としての精製が困難であったため、
O157 堺株や非病原性大腸菌 K-12 株において
発現させ、NHEJ の分子メカニズム解析を進
めた。その結果、この蛋白質が IS の転移酵素
との相互作用により機能し、この蛋白が存在
することで挿入配列の excision が促進される
ことが明らかとなった。これまで、このよう
な因子は同定されておらず、全く新しい発見
であることから、この蛋白質を IEE (IS
excision enhancer)と名付けた。

また、IS-printing system を用いた IS629
excision 現象の解析とそれに続くゲノム構造
解析から、IEE が IS の excision を介して様々
なタイプの欠失を引き起こしていることも
明らかとなった。

今後は、IEE が IS とどのような分子メカニ
ズムで機能するかを調べると共に、二本鎖
DNA 切断作用を示す変異原等を用いて、挿



IS の excision 以外の NHEJ における IEE の役
割についても検討する予定である。
４）新規 NHEJ 関連候補遺伝子の菌種間にお
ける分布：

IEE についての相同性検索の結果、大腸菌
においては、全く進化系統の異なる株に存在
し、その局在は O157:H7 堺株においてファー
ジ様配列の一つとして同定されている SpLE1
領域であることが明らかとなった。また、多
種多様な菌種にそのホモログが存在するこ
と、さらには、ホモログ間で保存性の高い領
域に DEXD ヘリケースモチーフなどの DNA
結合性の機能ドメインが存在することも明
らかとなった。加えて、ホモログを保有する
株についての詳細なゲノム解析から、この遺
伝子がファージやプラスミドなどの可動性
遺伝因子を介した水平伝播によりその分布
を拡げた可能性を見出された。
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