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研究成果の概要（和文）：IEE（IS-excision enhancer）は、腸管出血性大腸菌（EHEC）において挿入配列（IS）の切
り出しおよび様々なゲノム欠失によるゲノムの多様化に関与する。本研究では、IEEがSpLE1 integrative elementを介
して伝播し得ること、また、IEEがISだけでなくSpLE1の切り出しにも関与することを明らかにした。本研究成果は、IE
EがIS転移酵素またはSpLE1 integraseとの協働により、ISまたはSpLE1の切り出しにそれぞれ関与する多機能タンパク
質であることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Insertion sequence (IS)-excision enhancer (IEE) promotes excision of IS elements 
and generates various genomic deletions that lead to the diversification of the bacterial genome in 
enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC). In this study, we show that IEE can be transferred via SpLE1 
integrative element and promotes not only IS excision but also excision of the SpLE1. Our data suggested 
that IEE may be a multifunctional protein that promotes excision of IS elements or SpLE1 in cooperation 
with IS transposase or SpLE1 integrase, respectively.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腸管出血性大腸菌（EHEC）O157 のゲノム
は大腸菌に共通の基本骨格と主に外来性遺
伝子からなる O157 特異的な領域からなり、
後者には病原因子の他に数多くの可動性遺
伝因子が含まれている。ファージや挿入配列
（IS）などの可動性遺伝因子は、一般に細菌
が毒素などの病原因子や薬剤耐性因子を獲
得するために重要な役割を果たすと考えら
れているが、さらに、進化系統解析と詳細な
比較ゲノム解析を組み合わせた近年の研究
により、特に IS629がゲノム構造の変化を引
き起こすことで O157 のゲノムが多様性を獲
得することが分かってきた（引用文献①）。
また、研究代表者らは O157 ゲノム上に多数
存在するIS629の分布パターンをマルチプレ
ックス PCR により解析する IS printing 法を
開発し（引用文献②）、実用化されている。 
 
(2) 研究代表者らは最近、O157 ゲノムからの
IS の切り出しを促進する IS-excision 
enhancer（IEE）を新たに発見した（引用文
献③）。IS の研究は古くから行われており、
ドナーDNA（転移元）から切り出された IS 分
子が別の場所に転移するメカニズムの理解
は進んでいる。その一方で、これまで細菌で
は「転移する際に IS が染色体から切り出さ
れてしまうと菌が生存できない」と考えられ
てきた。したがって IS が切り出された後に
残されるドナーDNA は何らかの方法で修復さ
れることが予想されるものの、そのメカニズ
ムは現在に至っても未だに解明されておら
ず、IEE の発見により今ようやくブラックボ
ックスを開こうという段階にある。IS の切り
出しが起こる（切り出しが起こっても菌が生
存している）ためにはドナーDNA すなわちゲ
ノムの修復が不可欠であり、そこに IEE が関
与すると考えられる（図 1）。 

 
(3) O157 に IEE と IS629 転移酵素（TPase）
を供給し、一晩の培養により得た派生株を IS 
printing 法で解析したところ、IEE を供給し
た場合は様々な位置のバンドが消失したが
（図 2：上）、供給しない場合には変化が見ら
れなかった（図 2：下）。バンドの消失はその
位置に対応するIS629周辺の構造変化を表す
ため、派生株を詳細に解析した結果、IS629
の切り出しおよび数タイプに分類されるゲ
ノム欠失が IEE と IS629 TPase により引き起
こされることが分かった。大変興味深いこと
に、O157 分離株を用いた比較ゲノム解析の結

果、観察されたすべてのタイプのゲノム欠失
が自然界でも起こっていることが示唆され
ている（引用文献①）。したがって、O157 ゲ
ノムが IS を介して多様性を獲得する際にも
IEE が重要な役割を果たすと考えられる。 

 
２．研究の目的 
 IEE 産生遺伝子（iee遺伝子）は O157 のゲ
ノム解析で初めて塩基配列が明らかとなっ
た遺伝子であり、本研究の申請時（2011 年
10 月）において（2015 年 4 月の時点でも）
データベース上にIEEと明確な類似性を有す
る既知タンパク質は存在しないため、IEE の
生物学的な機能は全く不明であった。したが
って細菌の細胞内でIEEが担っている役割を
解明するためには、IS の切り出しに特化して
関与する因子としてだけでなく、総合的な
DNA 修復システム、例えばゲノムのメンテナ
ンスや細胞分裂などに関わる可能性も含め
て幅広く考える必要があった。そこで本研究
では、O157 が多様性を獲得し進化するメカニ
ズムの解明を目指し、様々な切り口で IEE が
持つ生物学的な機能または活性の種類を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 一般に細胞においてタンパク質が機能
を発現する際には他の生体分子と相互作用
し、それらが機能するための複合体を形成す
る。また、細胞内では多くの生体分子の存在
量およびタイミングが細胞周期または様々
なシグナル応答経路の中で厳密に制御され
ている。大腸菌は古くからモデル生物として
様々な研究が行われており、多くの因子につ
いて遺伝子ネットワークやパスウェイに関
するデータが蓄積されていることから、IEE
（iee 遺伝子）の発現と相関する因子（遺伝
子）を探索することで IEE が持つ生物学的な
意義を知るための手がかりを得られる可能
性が高い。そこで、O157 の IEE 過剰発現株と
iee 遺伝子欠失株について DNA マイクロアレ
イを用いた網羅的な遺伝子発現解析を行い、
IEE の発現と相関して発現量が変動する遺伝
子群、すなわち IEE により発現が誘導または
抑制される因子の特定を試みた。 
 
(2) IEE（ホモログ）は細菌に広く存在する
が、ゲノム配列が解読され iee遺伝子を保有



することが判明した大腸菌のほぼすべてが
EHEC であった（引用文献③）。その特異性よ
り IEEの機能や iee遺伝子の伝播に関する手
がかりを得られる可能性が高いため、動物か
ら分離された大腸菌（主に豚および鶏由来
の非 EHEC 約 250 株）について iee 遺伝子保
有株のスクリーニングを行った。 
 
４．研究成果 
(1) DNA マイクロアレイ解析の結果、O157 に
おいてIEEを過剰発現させても有意な遺伝子
発現変動を確認できなかったが、O157 の iee
遺伝子欠失株においてIEEを過剰発現させる
と、DNA 複製に関与する一本鎖 DNA 結合タン
パク質（ssb）や dinI、recN、recA など DNA
ダメージ応答に関与する遺伝子の発現が増

加した。そこで、リアルタイム RT-PCR を用
いてこれらの遺伝子の発現を詳細に解析し
たが、IEE による顕著な遺伝子発現の誘導は
観察できなかった。 
 
(2) 動物由来大腸菌における iee遺伝子保有
株スクリーニングの結果、豚から分離された
毒素原性大腸菌（ETEC）O139 および O149 の
うち、一部の系統が iee遺伝子を保有するこ
とが明らかになった。これまでにゲノム解析
された大腸菌について7種類のハウスキーピ
ング遺伝子（adk、fumC、gyrB、icd、mdh、
purA、recA）を用いて系統解析を行ったとこ
ろ、iee 遺伝子を保有する群と保有しない群
が系統樹上で混在することから、本遺伝子の
水平伝播が示唆された（図 3：□が iee 遺伝
子保有株、■が非保有株、太字が豚由来 ETEC 
O139 および O149）。 
 
(3) EHEC O157 において、iee遺伝子は SpLE1
（約 90 kb の integrative element）上に存
在している。そこで、iee遺伝子保有 ETEC に
おける本遺伝子周辺の塩基配列を解析した
ところ、O157 の SpLE1 と極めて類似していた
（図 4：灰色が高度に保存された領域）。この
ことから、iee遺伝子は SpLE1 を介して EHEC
および ETEC の間で伝播したことが推測され
る。また、多くのプロファージは integrase
（int）遺伝子の下流に excisionase（xis）
遺伝子を持ち、excisionase がプロファージ
の切り出しに関与するが、SpLE1 に xis 遺伝
子は存在せず、int 遺伝子の下流に（xis と
は長さも配列も大きく異なる）iee 遺伝子が
存在している（図 4：先頭の青色が int 遺伝
子、橙色が iee遺伝子）。 

 
(4) SpLE1 の切り出しが起こるか、またその
頻度を確認するため、SpLE1 の両末端に分断
したアンピシリン（Ap）耐性遺伝子を挿入し
た O157 変異株を作製した。すなわち、本変
異株において SpLE1 の切り出しが起こると、
分断した Ap 耐性遺伝子が野生型に戻り菌が
Ap 耐性に変化するため、Ap 耐性菌の出現率
が SpLE1 の切り出し頻度となる。本変異株の
iee 遺伝子欠失変異株（図 5：GMSS624）と、
そのSpLE1の長さを段階的に変化させた変異
株（図 5：GMSS642/GMSS643/GMSS640）につい
て、IEE を供給した場合および供給しない場



合におけるSpLE1の切り出し頻度をそれぞれ
測定した。その結果、IEE の供給により切り
出し頻度が大きく上昇し、その頻度は SpLE1
の長さに依存することが判明した（図 5）。さ
らに、SpLE1 上の int 遺伝子を欠失させると
IEE を供給した状態でも SpLE1 の切り出しは
起こらず、そこに integrase を供給すると切
り出し頻度が大きく上昇した。 

 
(5) 以上の検討により、①iee 遺伝子を含む
SpLE1 integrative element は可動性遺伝因
子であり、IEE（iee遺伝子）は SpLE1 を介し
て EHEC および ETEC の間で伝播したと考えら
れること、また、②IEE は（IS だけでなく）
SpLE1 にも作用する、すなわち IEE は DNA に
対する作用機序が異なると考えられている
IS TPase および SpLE1 integrase のそれぞれ
と協働することで、IS および SpLE1 両方の切
り出しに関与する多機能タンパク質である
ことが明らかになった。 
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