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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸菌ゲノムで0.5 kb以上の長さを持つ遺伝子間領域を体系的に解析した。ま
ず独自の情報解析に基づきゲノムデータベースから目的に沿う領域を94部位抽出した。優先順位にしたがって欠失変異
体を作成し解析すると、増殖が低温感受性を示すものが１種見出された。さらにこの領域には長鎖の逆方向反復配列が
見出され、この配列に重要な機能があると示唆された。また並行して、複製開始タンパク質DnaAの結合部位クラスター
を遺伝子間領域にもつdatA領域の機能解析も進め、datAがDnaAを制御するメカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the inter-gene regions which have a length of more than
 0.5 kb in the Escherichia coli genome. First, based on original analysis using informatics and E. coli ge
nome database, we deduced 94 sites which meet our present study. Next, according to priority determined by
 further database analysis, we systematically constructed deletion mutants of the regions. One of those mu
tants was found to have clear sensitivity in cell growth at low temperatures. A specific sequence motif wa
s also found in the region, which was suggested to support cell growth at low temperatures. In parallel, w
e analyzed the datA region which has a cluster of DnaA-binding sites in an inter-gene region. DnaA is the 
replication initiator protein and we revealed functional mechanism in datA for regulating DnaA, 
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１．研究開始当初の背景 
	 ゲノムの全体構造の特徴として、分子生物
学の教科書には、ウイルスや原核生物のゲノ
ムは遺伝子で間断なく埋まっており、一方、
酵母を例外として真核細胞のゲノムには広
大な遺伝子間領域があるとされている。そし
て、そのような真核生物における遺伝子間領
域の機能については、機能性 RNA を中心とし
て研究が進んでおり、Junk	 DNA と言う言葉も
あまり使われなくなった。	 
	 代表者は、大腸菌の複製開始因子 DnaA の
機能制御の研究から、全く予想されていなか
った遺伝子間領域の機能を見いだした
（Fujimitsu	 et	 al.	 Genes	 Dev.,	 2009）。DARS	 
(DnaA-reactivating	 Sequence)と命名したこ
の 配 列 は 、 ゲ ノ ム 上 に ２ カ 所 あ り
（DARS1,DARS2）、いずれも 0.5	 kb〜1.0	 kb
に亘る遺伝子間領域であった。DARS のコア配
列は 0.1	 kb であり、DnaA 結合部位を３つも
つ。ここで DnaA が多量体を形成し、特異的
な DnaA 間相互作用を促すことにより、不活
性な ADP 結合型から複製開始能をもつ ATP 結
合型へ変換する。このような DARS 機能は細
胞周期に共役した DnaA 活性の変動、および、
複製開始タイミングの制御に必須である
（Fujimitsu	 et	 al.	 Genes	 Dev.,	 2009）。以
上のことは、原核生物の遺伝間領域には重要
な機能があるにも関わらず、現在はそれがほ
とんど解明されていないことを示している。 
 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、大腸菌ゲノム上の遺伝子間領
域を個々に欠失させて、細胞周期解析や多様
な条件での増殖能、温度や紫外線等への応答
能を体系的に解析する。そして重要な領域を
見出し、その役割を解明する。並行して遺伝
子間領域に機能部位を持ち、複製開始タンパ
ク質 DnaA の制御に重要である datA部位につ
いて、機能メカニズムを解析する。	 
 
 
３．研究の方法 
(1)	 大腸菌ゲノムデータベースから 0.5	 kb
以上の遺伝子間領域を抽出する。それらにつ
いて個々に塩基配列の特徴（反復配列の有無
等）をコンピュータ解析や文献をもとに検討
し、新規性や重要性によって順位付けを行な
う。高いプライオリティーが見込まれるもの
から、体系的に欠失変異株を作成する。変異
株作成の手法にはλRed タンパク質による部
位特異的組換えシステムを用いる。次いで、
作成された欠失変異株について体系的に表
現型解析を進める。欠失変異によって増殖阻
害が生じた場合には、多様なサイズの欠失変
異を導入することにより必須領域を限定す
る。表現型解析においては、多様な条件下で
の増殖能、フローサイトメータを用いた細胞
周期パラメータ、紫外線感受性、各種阻害剤
感受性等を解析する。重要な遺伝子間領域が

見出された場合は、その機能に必須な塩基配
列を特定する。さらにその機能配列の特徴を
解析し、基盤的な分子機構を解析する。	 
(2)	 並行して複製開始制御に重要な datA 部
位の機能解析も進めた。ここでは精製タンパ
ク質を用いた in	 vitro再構成系を活用する。
また、各種の変異体を独自のアッセイ法で解
析する。	 
 
	 
４．研究成果	 
(1)まず、大腸菌ゲノムデータベースをもと
に 0.5	 kb 以上の遺伝子間領域 94 ヶ所を特定
した。この際には独自に開発した計算プログ
ラムを用いた。これらの候補のそれぞれに対
して、プロモーター領域、既知の反復配列、
既知のタンパク質因子結合配列などを詳し
く検討した。この際にもデータベースにある
タンパク質結合領域の網羅的情報を活用す
るため、独自に計算プログラムを開発した。
なお、これらのプログラム開発と情報解析は、
研究協力者の川上広宣博士(九州大学薬学研
究院分子生物薬学分野)が行なった。これら
の情報解析に基づき、見込まれる新規性や重
要性を勘案して、実験的解析に供する優先順
位を決定した。	 
	 次に、優先順位に従って欠失変異株を体系
的に構築した。この際にはλRed 組換え酵素
を用いた部位特異的変導入法を用いた。最優
先グループとした 12 部位の欠失変異株の構
築に成功し、それぞれの変異株の表現型を体
系的に解析した。その結果、0.6	 kp の遺伝子
間領域を欠失した変異株１種の増殖が低温
感受性を示すことがわかった。つまり、この
欠失変異体は 30℃以下の温度では増速でき
なかった。またこの欠失変異株に対するフロ
ーサイトメータを用いた細胞周期パラメー
タ解析においては、染色体複製が阻害されて
いることも示唆された。一方、他の欠失変異
体では有意な細胞周期パラメータの変動は
検出できなかった。また、紫外線感受性や薬
剤感受性については、どの欠失変異体におい
ても検出されなかった。	 
	 0.6	 kb 領域の欠失変異株の低温感受性は、
同じ DNA 領域をもつプラスミドの導入により
相補された。この領域の塩基配列を検討する
と、長鎖の逆方向反復配列が存在することが
わかった。上と同じ手法でこの逆方向反復配
列のみの欠失変異株を作成すると、同様の低
温感受性が示された。さらに、この領域を持
つ高コピー数のプラスミドを野生型細胞に
導入すると、染色体コピー数が増加した。	 
	 以上をまとめると、本研究において、低温
での細胞の増殖に必須となる遺伝子間領域
が新たに見出された。この領域には特異的な
長鎖逆方向反復配列が含まれており、これが
機能実体となっている可能性が示された。ま
た、この領域から転写が起こっており、その
RNA 産物が重要である可能性もある。この領
域の機能は染色体複製の制御に重要である



ことも示唆された。これらの成果は、新たな
ゲノム機能の理解において重要な内容を含
むと考えられる。	 
(2)	 本研究では、並行して、遺伝子間領域に
重要なモチーフを持つ datA 部位の解析も進
めた。大腸菌においては、ATP 結合型 DnaA タ
ンパク質が染色体の複製起点（oriC）と高次
複合体を形成し、複製開始反応を進行させる。
複製開始後、DnaA 結合性 ATP は、DNA 上に装
着した DNA ポリメラーゼのクランプ・サブユ
ニットの機能により加水分解され、ADP 結合
型 DnaA が生じる。この ADP-DnaA は、不活性
型であるため、過剰な複製開始反応が抑制さ
れる。このような DNA ポリメラーゼ・クラン
プに依存する DnaA-ATP 加水分解システムを
RIDA(Regulatory	 inactivation	 of	 DnaA)と
呼ぶ。本研究において、datA 部位は、RIDA
とは独立に働く DnaA-ATP 加水分解システム
を担うことが新たに発見された。すなわち、
datA 部位において、染色体構築因子である
IHFタンパク質とATP-DnaA多量体による高次
複合体が形成され、そこで DnaA-ATP 加水分
解が活性化され、DnaA が不活化される。この
第 ２ の DnaA 不 活 性 化 シ ス テ ム を
DDAH(datA-dependent	 DnaA-ATP	 hydrolysis)
と命名した。さらに、IHF が複製開始後に datA
部位に結合することを解明した。これにより
DDAH が細胞周期と協調して適時的に活性化
されることが明らかになった。これらの成果
は、新たなゲノム機能と染色体複製の制御機
構の理解において重要な内容を含むと考え
られる。なお、この成果をまとめた論文は米
国科学アカデミー紀要（Pro	 Natl	 Acad	 Sci	 
USA）に掲載された。	 
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