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研究成果の概要（和文）：大腸菌の転写終結に必須な Rho は外来遺伝子の発現を抑える働きを

していることが近年明らかにされた。転写終結に関与することを見出した機能未知必須遺伝子

yqgF および機能未知必須遺伝子群 yeaZ, ygjD, yjeE を解析した結果、yqgF は 16S rRNA のプ

ロセッシングに関与すること、また yeaZ, ygjD, yjeE が転写終結およびゲノムの安定性に関与

することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The important function of Escherichia coli Rho protein was recently 
found to be suppression of foreign genes.  We analyzed the functions of uncharacterized 
essential genes, yqgF, yeaZ, ygjD, and yjeE.  We found that YqgF, which is involved in 
transcriptional termination, is necessary for 16S rRNA processing and that yqgF, yeaZ, 
and ygjD are involved in transcriptional termination and genome integrity. 
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１．研究開始当初の背景 
 大腸菌ゲノムの全塩基配列は 1997 年に決
定され、その後約 10 年かかって全ての必須
遺伝子が同定された。我々は染色体広域欠失
株を系統的、網羅的に作製することにより、
シス位で機能する必須なユニークな配列は
複製起点だけであることを示し、またトラン
ス位で機能する必須遺伝子は 302個と同定し
てそれらの機能解析を進めてきた。この 302
個の必須遺伝子については、今ではほとんど
のものの機能が明らかにされているが、研究
開始当初は、いくつかの必須遺伝子の機能が
明らかにされておらず、これらの機能を明ら
かにすることが重要な課題となっていた。 

 この機能がまだ明らかになっていなかっ
た必須遺伝子の一つである yqgF 遺伝子の機
能について我々は解析を行い、YqgFタンパク
質が転写終結に必須な Rhoタンパク質の機能
と関連することを見出していた。Rho タンパ
ク質依存的転写終結シグナルは染色体上に
多く存在するが、遺伝子の上流や遺伝子内に
も存在することが知られているが、興味深い
ことに YqgF タンパク質は、これらの転写終
結シグナルを乗り越えて転写を起こさせる
のに機能していることがわかっていた。 
 一方、研究開始直前、Rho タンパク質は外
来遺伝子群の発現を抑制するシステムであ
ることが明らかにされ、実際に染色体中のウ
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イルス由来の領域（プロファージ領域）を欠
失させた菌株では、Rho タンパク質の機能を
補助する必須遺伝子である nusA, nusG 遺伝
子を欠失させても生育できることが報告さ
れた。この報告では rho遺伝子は欠失できて
いなかったが、Rho タンパク質の阻害剤に対
して耐性になることが報告されていた。これ
らの結果により、外来遺伝子の発現を抑制せ
ずには生育できないという、これまで知られ
ていなかった大腸菌の姿が明らかになって
きた。 
 我々が機能解析を進めていた YqgF タンパ
ク質は、Rho タンパク質による不具合を克服
するために必須であるとも考えられるので、
もし外来遺伝子の欠失をさらに進めて rho遺
伝子を欠失させることができたら、YqgF タン
パク質も非必須になるかもしれないと考え
られた。もしそうなれば、YqgFタンパク質広
い意味では外来遺伝子の発現を抑制するシ
ステムの一つと考えられ、大変興味深い。 
 また別の機能未知必須遺伝子で我々が解
析を進めている ygjD, yeaZ, yjeE 遺伝子に
ついても、外来遺伝子の発現を抑制するシス
テムとして機能することが示唆されてきた。
ygjD 遺伝子は、原核生物はもちろん古細菌、
真核生物にも広く保存されている遺伝子で、
近年酵母においてテロメアの維持や転写制
御に関与すること、また古細菌のホモログが
脱塩基部位に作用する AP-endonucleaseであ
ることが報告され、研究開始当初、非常に注
目されてきていた。大腸菌の ygjD 遺伝子に
ついては、我々の遺伝学的解析などにより、
２つの機能未知必須遺伝子 yeaZ, yjeE 遺伝
子が ygjD 遺伝子の機能に関与していること
がわかっていた。 
 我々は研究開始当初、これらの ygjD, yeaZ, 
yjeE 遺伝子が抗転写終結機構の阻害に働く
ことを示唆する結果を得ていたので、ゲノム
中のウイルスゲノムに存在する抗転写終結
機構との関連が考えられ、これらも外来遺伝
子の発現を抑制するシステムの一つである
可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 バクテリアには、ゲノム中に存在するウイ
ルスゲノムなどの外来遺伝子の発現を抑制
するシステムが存在し、それが生育に必須で
あることが明らかになってきている。本研究
では大腸菌を材料にしてこのシステムの全
容を明らかにすることを目的とする。具体的
には、転写終結に必須な rho 遺伝子、また機
能未知必須遺伝子 yqgF, ygjD, yeaZ, yjeE
が外来遺伝子の発現を抑制するシステムで
あることが示唆されてきたので、我々が作製
した染色体大規模欠失株からさらに残って
いる外来遺伝子群を欠失させた株を作製し、
これらの遺伝子が非必須になることを示す

と共に、各々の遺伝子の機能を明らかにする。
さらに他の必須遺伝子群の中からも同様な
ものを探索する。 
 
３．研究の方法 
 まず我々が作製した大腸菌染色体大規模
欠失株において、まだ残っている外来遺伝子
領域を欠失させた菌株を作製し、rho 遺伝子
さらには yqgF遺伝子、また ygjD, yeaZ, yjeE
遺伝子の欠失を試み,これらが外来遺伝子の
発現を抑制するシステムである可能性につ
いて調べた。 
 また yqgF 遺伝については、YqgF タンパク
質が転写終結に必須な Rhoタンパク質の機能
と関連することを見出していたので、どのよ
うなメカニズムで転写終結に関与している
かについて調べ、最終的には YqgF タンパク
質の生物学的機能、生化学的機能の解明を試
みた。 
 さらに機能未知必須遺伝子 yqgF, ygjD, 
yeaZについては、これらが抗転写終結機構の
阻害に働くことを示唆する結果を得ていた
ので、そのメカニズムを明らかにし、また他
の機能についても調べた。 
 
４．研究成果 
（１）外来遺伝子領域を欠失させた菌株の作
製 
 我々は研究開始までに染色体広域欠失株
の系統的、網羅的作製、および染色体を約
30％欠失させた染色体大規模欠失株の作製
に成功していた。大腸菌染色体にはウイルス
ゲノム由来の外来遺伝子領域（プロファー
ジ）が８カ所知られているが、この約 30％欠
失させた染色体大規模欠失株ではすでに４
カ所が欠失しているので、残りの領域などを
欠失させ、染色体の約 39％を欠失させた菌株
を作製した。 

 

図１ 大腸菌染色体大規模欠失株の作製 

 



 

 

 
 
図２ 大腸菌染色体大規模欠失株（ゲノム縮小株） 
一番外側の円は野生株の染色体を、一番内側の円は約

39％欠失させた株の染色体の大きさを表す。 

 

 作製した染色体大規模欠失株で rho, yqgF, 
ygjD, yeaZ, yjeE遺伝子を破壊した株の作製
を試みたが、いずれについても作製できず、
外来遺伝子の発現抑制以外の生育に重要な
機能に必須であることが示唆された。 
 また、本研究で外来遺伝子領域を欠失させ
て作製した染色体大規模欠失株群について
は、酸化ストレス耐性を調べたところ、染色
体を欠失させていくに従って耐性度の低下
と回復が見られること、また好気的、嫌気的
の培養条件によって耐性度が変化すること
など、興味深い性質がわかり、野生株では潜
在的な酸化ストレス耐性機構を調べる手が
かりが得られた。 
 
（２）必須遺伝子 yqgFの解析 
 yqgF遺伝子の生物学的機能については、遺
伝学的解析により Rhoタンパク質依存性転写
終結配列を遺伝子内や遺伝子の上流に持つ
lacZ, tna遺伝子の発現に YqgFタンパク質が
必須であることが明らかになり、Rho タンパ
ク質依存性転写終結配列に対する抗転写終
結に関与する事が示唆されていた。 

 

 
図３  yqgF変異の転写終結に対する影響 

 
 YqgFタンパク質の Rhoタンパク質依存性転
写終結配列に対する抗転写終結への関与の
メカニズムを明らかにするために、精製した
YqgF タンパク質を用いて転写における
R-loopへの影響について調べたが、影響は見
られなかった。 
 また転写終結に必須な NusAタンパク質の、
DNA 複製と転写の衝突および DNA 修復への関
与が報告されたので、YqgFタンパク質のこれ

らへの関与について遺伝学的に調べたが、関
与を示す結果は得られなかった。 
 近年バクテリアにおける翻訳と転写は、よ
り直接的、機能的に関連していることが明ら
かになってきたことから、YqgFタンパク質が
翻訳、さらにはリボソームの機能に関与する
可能性を考え、yqgF 温度感受性変異株におけ
る rRNA について調べたところ、16S rRNA の
プ ロ セ ッ シ ン グ が 不 完 全 な 前 駆 体
（pre-16SrRNA）が蓄積していることがわか
った。単離した pre-16S rRNAは精製した YqgF
タンパク質により in vitro でプロセッシン
グされなかったが、pre-16S rRNAを含むリボ
ソーム画分を用いるとプロセッシングされ
ることがわかり、YqgFタンパク質は 16S rRNA
のプロセッシングに関与する RNaseであるこ
とが明らかになった。切断部位については 5’
RACE, 3’RACE法により決定したところ、5’
側のこれまで RNase Eが切断すると考えられ
てきた部位であることがわかった。また 16S 
rRNAがプロセッシングされない場合には、リ
ボソームの S1 タンパク質が減少することも
わかった。 

 

 
図４ yqgF温度感受性変異株におけるpre-16SrRNAの蓄

積と精製した野生型、変異型 YqgF による pre-16SrRNA

切断反応 
 

 また YqgF タンパク質の構造と機能につい
て遺伝学的解析を行った。YqgFタンパク質の
構造については、DNA の相同的組換えにおけ
る Holliday 構造を解離させる Resolvase で
ある RuvC タンパク質と、立体構造の相同性
が高いことが NMRによる解析から知られてい
た。そこで RuvC の活性部位に対応する YqgF
のアミノ酸残基、および RuvC タンパク質と
構造的に大きく異なっているドメイン 
（disordered structure）の変異型 yqgF 遺
伝子を作製して調べたところ、どちらも生育
に必須な機能に重要であることが明らかに
なった。また作製した変異型 YqgF タンパク
質を精製して、in vitroで pre-16SrRNA の切
断について調べたところ、どの変異型 YqgF
タンパク質でもプロセッシング活性が認め
られなかった。 



 

 

 
図５ YqgF タンパク質の RuvC タンパク質と相同的な立

体構造を持つ部位と非相同的な部位 
 
 
（３）必須遺伝子 ygjD, yeaZ, yjeE の解析 
 遺伝学的解析から YgjD, YeaZ, YjeE タン
パク質が転写、特に抗転写終結に関与するこ
とが示唆されたので、ygjD高温感受性変異株
についてマイクロアレイを用いた解析を行
った結果、thr, ilv オペロンの発現が増大し
ていることを見出した。そこで lacZ 遺伝子
をレポーター遺伝子に用いてさらに詳細な
解析を行ったところ、これらのオペロンにお
ける転写減衰が減少することがわかった。 
 研究を進めている途中の 2011 年 2 月に 2
つの研究グループより、YgjD 関連タンパク質
が tRNAの普遍的な修飾の 1 つで、ANNコドン
を解読するのに重要な t6A修飾の生成に直接
関与することが明らかになった。thr, ilvオ
ペロンのリーダーペプチドの Thr, Ile 残基
のコドンが ANN であることから、tRNA修飾に
欠損のある ygjD 高温感受性変異株では ANN
コドン解読に支障があるためリーダーペプ
チドの翻訳が遅くなり、アテニュエーション
が起こりにくくなっていると考えられ、RNA
修飾と遺伝子発現調節機構との関連が示唆
された。 

 

 
図６ ygjD高温感受性変異株におけるthrオペロンのア

テニュエーション異常 
 
 また ygjD 高温感受性変異株から単離され
たサプレッサー変異株のゲノム構造につい
て、全塩基配列を決定して解析した結果、染
色体構造が大きく変化していることがわか
った。そこで次世代シーケンサーによって全
ゲノム配列を解析したところ、約 450kb の染

色体領域が倍加して、他の領域に欠失を伴う
逆位の形で挿入されていることがわかった。
この染色体構造の変化は複雑であるが、挿入
配列 IS1が関与していることが示唆されたの
で詳細に調べたところ、ygjD 変異により挿入
配列 IS1 の転位頻度が上昇すること、さらに
は挿入配列 IS1のトランスポゼースは上流の
遺伝子のフレームシフトにより翻訳される
ことが知られているが、そのフレームシフト
の頻度が ygjD 変異により上昇することが明
らかになった。またこの染色体構造の変化に
より 3つの rrn オペロン（rRNA遺伝子）の逆
位が生じていることから、DNA 複製と転写の
衝突に耐性になっていることが示唆された。
これらの結果から、RNA 修飾の欠損は翻訳だ
けでなく、転写調節機構やゲノム構造にも影
響することが明らかになった。 
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