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研究成果の概要（和文）：大腸菌核様体タンパク質HU, IHF, H-NS, Fisのゲノム上の結合領域を詳細に解析した
結果、HU, H-NSに関しては特定の結合配列を見いだせなかった一方、IHFとFisは、3000カ所以上の領域で、配列
特異的にゲノムDNAと相互作用していることが明らかになった。同時に、遺伝学的、生化学的な解析によって、
個々の核様体タンパク質は独立してゲノムDNAと結合するが、それぞれの結合が他の核様体タンパク質の機能に
影響することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed the modified high resolution ChIP-seq analysis of E. coli 
nucleoid proteins to identify the binding regions of nucleoid proteins in base pair resolution. The 
results indicated that some nucleoid proteins recognize specific sequences at over 3000 regions in 
E. coli genome, while we could not find the specific recognition sequences of H-NS and HU. Our 
results also suggested that each nucleoid protein may independently interact with genomic DNA. 
However, because the independent interaction of each nucleoid protein affects to the functions of 
other nucleoid proteins, there is the inter-relation of nucleoid proteins to form functional 
nucleoid structure in E. coli cells.

研究分野： ゲノム微生物学
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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 
(1) 原核生物はヒストンや核を持たず、細胞
長に比べると長大なゲノム DNA を、超らせ
ん構造の導入と核様体タンパク質群との相
互作用とでコンパクトに折りたたみ、核様体
という形にして細胞内に格納している。興味
深いことに、大腸菌の多くの遺伝子が、通常
の生育条件では発現せず、ストレス条件での
み発現している。その中の数百の遺伝子の発
現は、核様体タンパク質H-NSがゲノムDNA
と、なんらかの凝集構造を取ることにより抑
制されていると想像されている。生化学およ
び遺伝学的な解析により、この凝集構造が解
除されることが、抑制されている遺伝子の発
現活性化に重要であると推定されているが、
ストレスが、どのように核様体構造を変化さ
せ、転写を活性化するかはわかっていない。 
(2) 大腸菌には、H-NS に加え、HU, IHF, Fis
という細胞内量が非常に豊富な DNA 結合タ
ンパク質が存在し、核様体構造の形成に寄与
していると考えられている。しかしながら、
様々な細菌に広く保存されている核様体タ
ンパク質は HU のみであり、H-NS と機能的
に相同性を持つタンパク質が多くの細菌に
保存されていることを考慮したとしても、大
腸菌に特異的に存在する IHF, Fis 等のタン
パク質が、核様体構造形成と核様体構造を介
した転写制御に、どのように関わるかは明確
に示されていなかった。 
(3) HU に関しても、HU を欠損すると複製に
異常が起き、低温感受性になることや、ゲノ
ム DNA の超らせん構造に異常が生じること
が知られていたが、実際に、核様体タンパク
質として、核様体構造維持にどの程度寄与し、
どのような役割を担っているかはわかって
いなかった。 
(4) HU の ChIP-chip を行ったグループから、
HU はアデニン（A）、チミン（T）の豊富な
ゲノム領域に好んで結合することが報告さ
れていた。一方、我々のこれまでの研究から、
そのような領域にはH-NSとH-NSホモログ
による複合体が強く結合し、強固な転写抑制
領域が形成されることが明らかになってい
た。異なる核様体タンパク質が特定のゲノム
領域に近接して結合する場合、それらの核様
体タンパク質が相互作用しているのか、ある
いは、独立に異なる性質を持ってゲノムDNA
と相互作用しているのかは、検討されていな
かった。 
(5) すでに述べたとうり、H-NS により抑制
されている遺伝子の一部は、浸透圧ストレス
や温度ストレスといった外界ストレスによ
り発現が増加する。しかしながら、我々のプ
レリミナリーなChIP-chipおよびトランスク
リプトーム解析の結果からは、それらの外界
ストレスにより、H-NS により抑制されてい
る遺伝子の転写活性は高まるが、H-NS の結
合は大きく変化しないことが示唆されてい
た。このことは、H-NS がゲノム DNA から
解離することにより、転写が活性化されるわ

けではないことを示していた。 
(6) これまで、行われてきた ChIP-chip(seq)
解析では、結合シグナルの非常に高い（すな
わち、統計的に信頼度の高い）領域のみを抽
出し、議論がなされてきた。その結果、シグ
ナル強度が低い結合領域は無視されてきた。
一方、核様体タンパク質がゲノム DNA とど
のように相互作用し、ゲノム全体をどのよう
に折りたたむか？を考慮するためには、結合
強度の強い領域から弱い領域までを包括的
に議論し、ゲノム全体での結合パターンを議
論できた方が良い。近年、我々は、ChIP-seq
のバックグラウンドを大幅に低下させるこ
とができる改良型の ChIP-seq である、
GeF-seq を開発した。この方法を用いると、
これまで無視してきたような結合シグナル
が弱いピークに関しても結合領域として検
出でき、核様体タンパク質が特異的な結合
（DNA）配列を認識し結合しているかどうか
が検討できる。 
(7) (6)で述べた GeF-seq の確立は、それぞれ
の核様体タンパク質が、ゲノム上の決まった
位置に結合するのかどうか？、他の核様体タ
ンパク質と相互作用しているかどうか（ある
いは競合しているかどうか）？に関する包括
的な検討を可能にする。その結果に、遺伝学
的な核様体タンパク質間の相互作用の解析
や、生化学的な DNA との複合体形成の解析
を加えることで、大腸菌の核様体構造の形成
に際して、複数の核様体タンパク質がどのよ
うに機能するかを検討できる状態になって
いた。 
  
２．研究の目的 
本研究では、GeF-seq を用い、大腸菌の核様
体タンパク質、HU, H-NS, IHF および Fis
の結合領域をゲノムワイドかつ塩基レベル
の高精度で決定し、遺伝学、分子生物学、生
化学的な解析を組み合わせ、複数の核様体タ
ンパク質が、どのように核様体構造を形成し、
核様体構造を介した外界ストレスによる転
写制御に、どのように関与するかの解明を目
指す。 
 
３．研究の方法 
(1) すでに研究代表者が構築していた核様体
タンパク質の欠失株を用い、P1 トランスダ
クションにより大腸菌の核様体タンパク質
多重欠損株を作成する。それらの株が、外界
ストレス（主に温度変化）により、どのよう
な表現型を示すか観察する。その結果を元に、
核様体タンパク質間に協調的な働きがある
かどうかを検討した。 
(2) GeF-seq 法の実験プロトコル、解析プロ
グラムをペアエンドシーケンスに対応可能
な形にし、DNA 結合タンパク質が結合し、
DNaseI による切断が阻害されている DNA
領域を直接シーケンスし、決定できるよう改
良した。改良した GeF-seq 法と H-NS-His, 
HU-His, IHF-His, Fis-His 株を用いて、核様



体タンパク質結合領域を塩基レベルの解像
度で決定した。特に、これまで ChIP-seq 解
析で結合領域とされてきた、シグナル強度が
比較的強いピークだけでなく、シグナル強度
の低いピークも含めて結合領域として (でき
ればゲノム上の全ての結合領域を検出でき
るように)抽出し、MEME および BiPad を用
いてピークに共通して保存されている塩基
配列を抽出し、それぞれの核様体タンパク質
とゲノム DNA との結合が配列特異的かどう
かを検討した。 
(3) (2)の結果をコントロールとして、核様体
タンパク質変異株における、核様体タンパク
質の結合領域のゲノム上の分布について検
討した。本研究では、特に、H-NS の結合プ
ロファイルが、他の核様体タンパク質欠損株
で変化するかどうかに注目した。 
(4) H-NS, HU, IHF および Fis の結合領域が、
ゲノムの特定の領域（転写制御領域あるいは
遺伝子コード領域）に集中するかどうかを検
討すると同時に、結合領域が重なっているか
どうかを検討した。それを元に、ゲノム上の
結合領域の中で、H-NS, HU および IHF が
近接して結合しているゲノム領域を選び出
し、まず最初に、それぞれのタンパク質の結
合様式を検討した。具体的には、大腸菌ゲノ
ム中の約 3kbp の DNA 断片を PCR により増
幅し、精製後、精製 H-NS, HU および IHF
と複合体を形成させ、その構造を原子間力顕
微鏡により観察、比較した。さらに、IHF と
H-NS が相互作用し、両者が同時に DNA と
結合した場合に、単独での結合時とは異なる
DNA-核様体タンパク質複合体を作るかどう
かを検討した。 
(5) 核様体タンパク質が、転写制御領域に結
合していないが、遺伝子コード領域に結合す
る場合、本当に、転写制御に関与できるかど
うかは明確には示されていない。H-NS が、
プロモーター下流の、遺伝子コード領域を含
む広い領域にわたって結合している ybdO 遺
伝子について、発現活性の異なる ybdO 遺伝
子を持つ大腸菌 SE11 および SE15 の ybdO
プロモーターの上流および下流のキメラを
持つ lacZ レポータープラスミドを構築し、実
際に転写制御にプロモーターの下流の配列
が関与しているかどうかをβガラクトシダ
ーゼ活性により検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 核様体タンパク質の多重欠失株を構築し、
その表現型を調べたところ、特に HU 欠損株
に、他の核様体タンパク質の変異を掛け合わ
せると、大腸菌の生育に重篤な影響を与える
ことが明らかになった。特に 37℃以上の温度
での生育に大きな影響が出た。これは、HU
とゲノム DNA との結合を基盤とした構造の
上で、核様体タンパク質（あるいは、その他
の DNA 結合タンパク質）が、それぞれの特
異的な機能を果たしていることを示してい
るのかもしれない。同時に、そのような機能

が、外界ストレスへの適応に重要であること
も示唆している。 
(2) GeF-seq を改良し、ペアエンドシーケン
スによる解析を可能にした。現在、改良型
GeF-seq に関する論文を準備中である。 
(3) 詳細な GeF-seq 解析から、H-NS, HU, 
IHF, Fisの結合プロファイルが明らかになっ
た。HU は H-NS の強い結合領域を除く、ゲ
ノム全体に広く結合し、このことは(1)で推察
される、HU がゲノムの基盤構造を形成して
いるという仮説とよく一致した。HU および
H-NS が認識する特異的な配列は検出できな
かった。 
(4) 一方、IHF および Fis は、結合強度の強
弱によらず、ゲノム上の 3000-7000 カ所に及
ぶ領域に、配列特異的に結合していることが
分かった。IHF および Fis 結合領域は、遺伝
子コード領域に比べ、遺伝子間領域に好んで
存在しているが、これは遺伝子間領域がアデ
ニン(A)、チミン(T)が豊富であり、IHF, Fis
の認識する配列に AT が豊富なためであると
考えられた。加えて、それぞれの核様体タン
パク質の結合領域は、独立して存在し、ごく
わずかな重なりしか見いだせなかった。 
(5) H-NS の結合プロファイルは、IHF ある
いは、H-NS ホモログの欠損では変化しなか
った。IHF の結合領域の中には H-NS 結合領
域に近接しているものが、また、H-NS ホモ
ログの結合領域とH-NSの結合領域は完全に
一致していることから、直接 H-NS の結合に
影響を及ぼしている可能性も考えられたが、
本研究から、他の核様体タンパク質は、H-NS
の結合には強い影響を与えず、核様体構造全
体を変化（例えば、凝集性や、核様体内部に
おける局在の変化）させることで、転写に影
響を与えている可能性が高まった。他方、HU
欠損株に関しては、生育が安定せず、信頼性
の高い解析を実施できないと判断し、
GeF-seqを行わなかった。解析手法を改良や、
新たな菌株を構築する等、HU 欠損株の解析
ができるような形への実験系の改良が求め
られる。 
(6) (5)で示された、遺伝子コード領域への核
様体タンパク質の結合が、転写制御に関与す
るかどうかに関してybdO-lacZレポーター系
を用いて解析を行った。ybdO 遺伝子は、大
腸菌株ごとに、プロモーター下流の DNA 配
列が大きく異なっており、遺伝子発現活性が
異なる。キメラレポーター遺伝子は、ybdO
のプロモーター下流の配列の変化によって、
大きく転写活性を変化させた。このことは、
ybdO 遺伝子の転写制御には、転写伸長制御
が重要であることを示している。同時に、
RNA ポリメラーゼの伸長阻害領域を観察す
る RNET-seq によって、大腸菌の野生株にお
いても、ybdO 遺伝子における転写伸長阻害
が起こっていることが確認された。この結果
は、ybdO 遺伝子コード領域内の H-NS の結
合により転写伸長が阻害される可能性があ
ることを示唆している。 



(7) GeF-seq による詳細なマッピングから、
HU, IHF, H-NS, Fis の結合領域は、重ならな
いことが示唆された。そこで、IHF, H-NS, 
HU の結合が近接して存在する領域を PCR
により増幅し、精製後、精製 IHF, H-NS, HU
を試験管内で混合し、DNA―核様体タンパク
質複合体の形体がどのように変化するかを
原子間力顕微鏡(AFM)により確認した。その
結果、HU は、DNA を伸長するように、逆
にH-NSはDNAを強く凝集するように、IHF
は折り曲げるように機能した。加えて、IHF
とH-NSを同時にDNA断片に結合させると、
H-NS 単独よりも強い凝集活性を示した。こ
れまで、AFM を用いた核様体タンパク質と
DNA との相互作用の解析は、非特異的な
DNA を用いて行われてきたが、今回は真の
結合領域を用いて行ったことから、より実際
の結合様式を反映したものであると考えら
れる。以上の結果を総合すると、それぞれの
タンパク質が独立にゲノム DNA と結合する
が、それぞれの結合が影響しあい、より高次
の核様体構造の形成に影響を与えていると
推察された。残念ながら、DNA 断片中の IHF
の結合領域が AFM からは明確に示せず、細
胞内と同じ位置かどうかが確定できなかっ
たため、今後信頼性を高めるためにも、他の
核様体タンパク質結合領域を用いて同様の
解析を行う必要がある。 
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