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第４章 宿主によって転写プロファイルの変化する pCAR1 上の 
遺伝子の探索と解析 

 

4-1．緒言 

第 2 章及び第 3 章において，pCAR1 プラスミドを保持した際に宿主に起こる変化の度合

いが宿主ごとに異なることが示された．この現象の原因として， pCAR1 上の遺伝子の発現

様式が宿主間で異なる可能性が考えられた．実際，以前の研究において，対数増殖期 1 時

点で 5 種 6 株の Pseudomonas 属細菌内での pCAR1 トランスクリプトームを比較すると，宿

主によってシグナルの強さに大きな差が見られる領域が複数見つかっている (Shintani et al., 

2011b)． 

そこで本章では，pCAR1 を保持する際に受ける影響の大きさが 3 宿主で異なる原因を探

る一環として，pCAR1 のタイリングアレイを用いた継時的トランスクリプトームを 3 種の

宿主間で比較し，宿主ごとに転写プロファイルの異なる遺伝子を探索し，分類した．  

 

4-2．材料と方法 

4-2-1．使用した菌株，プラスミド，培地，及び培養条件 

すべて第 3 章に記述したものを用いた． 

 

4-2-2．試薬，酵素，基本的な実験操作 

試薬の調製法，使用した酵素，基本的な実験操作も第 2 章，及び補章 1 に示してある． 

 

4-2-3．タイリングアレイ (Affymetrix 社) によるトランスクリプトーム解析 

Affimetrix 社 (Santa Clara, CA) のカスタムタイリングアレイを，pCAR1 の全塩基配列 

(GenBank No. AB088420) をもとに同社の Custom Express Array Program によって設計したも

のを用いた．本アレイは、DNA の両鎖について 25 mer の DNA プローブ 88,460 本が，9 塩

基密度で敷き詰められたものである (Miyakoshi et al., 2009)．本章で用いたハイブリカクテ

ルは第 3 章の染色体トランスクリプトーム解析で用いたものと同一である。チップへの注

入量とハイブリ温度、検出の際の洗浄プログラム以外は，染色体チップと同様に操作し (手

順の詳細は補章 1 参照)，検出後のデータ処理についても染色体チップの場合と同様に行っ

た．転写ユニットの決定は，Fig. 4-1 に示すように目視でシグナルが出始める・出終わると

判断したプローブ番号から計算して各転写ユニットの範囲を定めた． 

 

4-2-4．ORF を含まない転写ユニットの解析 

ORF 候補を調べるにあたっては，各転写ユニットの RNA 塩基配列に対し開始コドン候

補 (AUG, GUG, UUG) の位置と終始コドン候補 (UAA, UGA, UAG) の位置をマッピングし，

同じ読み枠の中で開始コドンから終始コドンまでがもっとも離れている部分を 大 ORF 候
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補として BLASTP 検索を行った (Table 4-2～4-3，Fig. 4-3 を参照)．開始コドンの候補として

AUG (メチオニン) 以外に GUG と UUG を選んだ理由は，細菌・古細菌・プラスチドのコド

ン表 (transl_table=11) において認められている開始コドンは，AUG の他に本来ロイシンを

コードする UUG と CUG，本来イソロイシンをコードする AUU, AUC, AUA，本来バリンを

コードする GUG の 6 種が認められている [NCBI: "The Genetic Codes" 

(http://130.14.29.110/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c) を参照] が，Pseudomonas 

aeruginosa PAO1 株において全 5571 個の CDS (coding sequence) の開始コドンを調べたとこ

ろ，4942 個 (88.7%) が AUG，549 個 (9.9%) が GUG，77 個(1.4%) が UUG であり，残り

は AUC, GCC, UGG が 1 個ずつ (0.02%) であったことから，AUG, GUG, UUG の 3 つを考慮

すれば 99.9%以上がカバーできると考えたからである．なお，GUG も UUG も開始コドンと

して使われる際にはメチオニンになることから，塩基配列を機械的にアミノ酸配列に翻訳 

[Web ツール“Transeq”(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/index.html) を使用して，

transl_table=11 で翻訳] した後に 1 番目のアミノ酸をメチオニンに修正して BLASTP 検索を

行った．BLASTP 検索は nr データベース (All non-redundant GenBank CDS 

translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples from WGS projects，2011

年 12 月 9 日時点) に対して行った． 

 

4-2-5．上流配列の解析 

シグナルが出始めると判断したプローブ番号を+1 として，-200 bp 上流～+50 bp 下流の

合計 250 bp の塩基配列を用いて，第 3 章と同様に既知の転写因子の結合配列の探索を新谷

政己博士 (理研) との共同研究で行った． 

 

4-3．結果と考察 

pCAR1 カスタムタイリングアレイ (Affymetrix 社) を用いて，KT2440(pCAR1)株，

PAO1(pCAR1)株，Pf0-1(pCAR1)株の，コハク酸培養 2，4，6，8 h における pCAR1 トランス

クリプトームデータを取得した．3 宿主の経時的 RNA マップの全データを Fig. 4-2 に示す．

宿主によって転写プロファイルが異なる遺伝子を選抜するにあたって，染色体トランスク

リプトームの解析 (第 3 章，第 5 章) のようにアノテーションされた ORF ごとにシグナル

値を算出するのではなく，RNA マップより 1 本の mRNA として転写されると考えられる領

域 (転写ユニット) を定義し，転写ユニットごとに解析していくことにした．この方法によ

って，アノテーションミスに左右されずに，転写が認められる領域すべてを対象に解析が

行えると期待された． 

 

4-3-1．pCAR1 上の転写ユニットの再検討 

pCAR1 上の転写ユニットについてはこれまでに，P. resiovorans CA10 株または

KT2440(pCAR1)株をコハク酸またはカルバゾールを唯一の炭素源として培養した際の対数
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増殖期の RNA マップをもとにした 49 個の転写ユニットが提唱されていた (Miyakoshi et al., 

2009)．Miyakoshi らの論文の続報である，コハク酸培養対数期において 5 種 6 株の

Pseudomonas 属細菌を宿主とした pCAR1 トランスクリプトームの比較においても，

Miyakoshi らの転写ユニットと大きな差は検出されなかったため Miyakoshi らの転写ユニッ

トを踏襲して解析を行っていた (Shintani et al., 2011b)．本研究においては，対数期 1 時点だ

けではなく，対数期から定常期まで経時的に 4 点のトランスクリプトームデータを取得し

たこと，逆転写反応での二次的 cDNA の合成を抑えることに成功しシグナルの信頼性が向

上したことから，改めて pCAR1 上の転写ユニットを決め直すことにした．その結果，

Miyakoshi らの 49 個の転写ユニットのうち，7 個の範囲を修正し，新しく追加した 25 個と

を合わせて合計 74 個の転写ユニットを定義した (Fig. 4-2，Table 4-1)．これら 74 個の転写

ユニットすべてについて，目視によってシグナルが出始めるプローブ・シグナルが出終わ

るプローブを決定し，各転写ユニットの範囲を決め直した (Fig. 4-1，Table 4-1)． 

 

4-3-2．ORF を含まない転写ユニットの解析 

全 74 個の転写ユニットの中で，過去にアノテーションされていた ORF を 1 個も含まな

いものが 10 個存在した (Table 4-2)．10 個中 3 個が逆鎖に別の ORF が存在する領域であり，

1 個（#19.1）は pCAR1 の複製開始点である oriV 領域の内部であった．また，これら 10 個

のうち，3 個は Miyakoshi らの論文において non-coding RNA であると提唱されたものであっ

たが (Miyakoshi et al., 2009)，この3個も含めたこれらの転写ユニットが真にnon-coding RNA

なのか，それとも従来のアノテーションで見落とされていた ORF が存在するのかを確かめ

ることにした．それぞれの転写ユニットに含まれる可能な ORF 候補を調べ (例を Fig. 4-3

に示している)，その翻訳アミノ酸配列と相同な既知のタンパク質が報告されているかどう

かを BLASTP 検索した． 

10 個の転写ユニット中，2 個は ORF 候補が存在しなかったため (Table 4-2)，残りの 8 個

の 大 ORF 候補の翻訳アミノ酸配列を用いて，BLASTP 検索を行った．各々の ORF 候補に

対してヒットした配列のうち一番 E-value が小さかったものを Table 4-3 に示す．#24 と#42.1

についてはヒットする配列がなかったことから non-coding RNA と判断した．残りの 6 個の

うち，#9.1 以外の 5 個についてはヒットした配列と query とした ORF 候補の長さが大きく

異なっていること，E-value も 0.1 以上と大きいことから，いずれも non-coding RNA である

可能性が高いと判断した．#9.1 については，嫌気条件で鉄やウランを酸化するグラム陰性

細菌である Lutiella nitroferrum 2002 株由来の conserved hypothetical protein (Genbank No. 

EEG08985.1) と一番 E-value が低く (3E-15) アラインメントされた．他にヒットしたタンパ

ク質を参照すると，conserved hypothetical protein の他は，phage-related DNA-binding protein

とアノテーションされたタンパク質であった．その一つである大腸菌 IAI39株由来のputative 

phage-related DNA-binding protein (NCBI reference sequence No., YP_002407914) では，全長 62

アミノ酸中，3~58 番目の領域が Helix-turn-helix (HTH)_XRE-family タンパク質に保存された
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ドメインとアノテーションされていた．このHTH_XREタンパク質 (prokaryotic DNA binding 

proteins belonging to the xenobiotic response element family of transcriptional regulators) の中で

代表的なものは，λファージのリプレッサーであり，オペレーター領域 DNA との複合体構

造 (PDB: 1LMB)(Fig. 4-4AB) が取得されている (Beamer & Pabo, 1992; Luscombe et al., 

2000)．この λファージのリプレッサー (92 アミノ酸) と新しく見いだされた ORF の翻訳ア

ミノ酸配列 (62 アミノ酸) をアラインメントしてみると (Fig. 4-4C)，93 アミノ酸のアライ

ンメント中，同一の残基が 12 個 (12.9%) ，強い相同性を示した残基が 24 個 (25.8%)，弱

い相同性を示した残基が 13 個 (14.0%) であった．non-spesific な DNA との結合に関わる残

基，及び塩橋形成に関わる残基は一部分が保存されていたが，配列特異的な DNA との結合

に関わる残基は保存されていなかった (Fig. 4-4BC)．ここから，この新しく見いだされた

ORF を ORF37a とし，putative DNA-binding protein とアノテーションすることにした． 

以上，ORF を含まない 10 個の転写ユニットのうち，9 個は non-coding RNA と推定され

たが，1 個には新規の ORF がアノテーションされた． 

 

4-3-3．宿主によって転写プロファイルが異なる転写ユニットの選抜と分類 

全 74 個の転写ユニットの中で，宿主によって転写プロファイルが異なるものを目視によ

って選抜した (Table 4-4，Fig. 4-5～4-6)．本解析では宿主間のシグナルの強さの違いは無視

し，培養開始 2, 4, 6, 8 h の 4 点でのシグナルの強さの変化パターンに着目した．その結果，

57 個は 3 宿主で共通の転写プロファイルを示した一方で，17 個は宿主によって転写プロフ

ァイルが変化していた．選抜された 17 個の転写ユニットは，転写プロファイルのパターン

によって以下の 4 グループに分類された (Fig. 4-5)．同一グループに分類される転写ユニッ

トは共通の転写調節を受けている可能性があると考え，第 3 章と同様に転写開始点付近の

配列を用いた既知の転写因子の結合サイトの探索も行った結果も Table 4-4 に合わせて示し

た (全転写ユニットについて行った結果は Table 4-5 にまとめて示した)．その結果も交えて，

以下グループごとに個々の転写ユニットに含まれる遺伝子の機能や，宿主間で転写プロフ

ァイルが異なる原因についての考察を述べる． 

 

(A) PAO1 株と Pf0-1 株では対数期特異的だが KT2440 株では恒常的に転写されるグルー

プ 

このグループには 10 個の転写ユニットが分類された．このうち 4 個 [tnpA1-A4 (#1, #3, #7, 

#10)] は挿入配列である ISPre1 及び ISPre2 内の transposase をコードする遺伝子であった．

pCAR1 上に ISPre1 は 4 コピー，ISPre2 は 1 コピー存在するが (Fig. 4-6)，カスタムアレイチ

ップの設計時には 4 コピー目の ISPre1 (tnpA5 を含む ISPre1) の存在が検出されていなかっ

たため，チップに搭載されているのは 3 コピーの ISPre1 と 1 コピーの ISPre2 である．ISPre1

の両端の IRs (inverted repeats) 間の全長は 1192 bp であるが，tnpA1 を含む ISPre1，tnpA4 を

含む ISPre1，tnpA5 を含む ISPre1 は完全に同一であり，これら 3 コピーと tnpA2 を含む ISPre1
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間は 1 bp ミスマッチだがほぼ同一と言える (Fig. 4-7)．従って，4 コピーの ISPre1 の転写産

物を配列上見分けることは不可能で，タイリングアレイ解析においても 4 コピー分の転写

産物を 3 コピー分のプローブで検出していると考えられる．また ISPre2 と ISPre1 (tnpA1 を

含む) 間の同一性は 84.5%である．特に tnpA 遺伝子の上流 64 bp (ISPre1 では 65 bp) 中のミ

スマッチまたはギャップはわずか 11 bp であり (Fig. 4-7)，転写制御機構も ISPre1 と ISPre2

で同一である可能性が高い．以上より，tnpA1-A4 は 4 個の転写ユニットとして検出されて

いるが，実質 1 種類の転写ユニットとみなしてよいと考えられる．in silico での転写開始点

上流配列の解析の結果，tnpA4 と tnpA1 には既知の転写因子の結合サイトが見いだされなか

った一方で，tnpA3 には RpoS 結合サイトが，tnpA2 には RpoD 結合サイトが見いだされた 

(Table 4-4)．これは，シグナルが出始めると判断したプローブ番号から 200 bp 上流~50 bp 下

流を検索対象としたために，tnpA1-4 のプロモーターは存在しないと考えられる IS 外の領域

に偽の (例えば隣の転写ユニットの) RpoS・ProD 結合サイトが該当してしまったためと考

えられ，tnpA1-4 の転写制御に関わるシグマ因子やその他の転写因子は不明である． 

tnpRaAa (#13) は，IncP-9 プラスミド pWW0 上のトランスポゾン Tn4653 (Tsuda & Iino, 

1988; Tsuda et al., 1989) 及び IncP-7 群プラスミド pWW53 上の Tn4656 (Tsuda & Genka, 2001) 

にコードされた TnpR (resolvase) と TnpA (transposase) との相同性を基にアノテーションさ

れた遺伝子である (Maeda et al., 2003)(Fig. 4-8)．tnpAa は IS1162 によって trancate されてい

る (遺伝子構造は Fig. 4-2 の 3 ページ目も参照) ため，機能は失われていると考えられる．

pCAR1 上には、これらと類似性が高い resolvase と transposase をコードする遺伝子群がもう

1 コピーの存在し，tnpRbAb とアノテーションされている．両端に DR (direct repeats) が検出

されていないため，tnpRbAb 産物が機能して転移するトランスポゾンは pCAR1 上にはない

と判断されており，実際に転移した例も現在までに検出されていない．tnpRbAb のシグナル

は tnpRaAa のものより低く (tnpRb のみが#43 に含まれており tnpAb を含むような転写ユニ

ットが定義されなかった)，今回は宿主によってプロファイルが異なる転写ユニットとして

抽出されなかったが，シグナルを詳細に検討すると tnpRaAa と同様のプロファイルを持っ

ているようにも見える (Fig. 4-2)．Tn4653 や Tn4656 上の tnpRA 遺伝子群の転写解析は行わ

れていないため転写制御機構を類推することはできないが，上流配列の解析では，tnpRaAa

には RpoS 結合サイトが，tnpRbAb (#43) には RpoD 及び RpoS 結合サイトが見つかった． 

ORF40 (#11) と ORF66-67 (#20.1) は hypothetical protein であり，機能は不明である．上流

配列の解析では，ORF40 (#11) には RpoD 及び RpoS 結合サイトが，ORF66-67 (#20.1) には

RpoD 結合サイトが見つかった． 

parAB (#20B) は pCAR1 の分配に必要な遺伝子である (Shintani et al., 2006)．KT2440 株で

これらの遺伝子の転写が定常期になっても続いていることが，KT2440 株での pCAR1 コピ

ー数が他の株より若干多かった原因となっているのかもしれない (Table 2-5)．上流配列の解

析結果では RpoD 結合配列が見つかったが，これはプライマー伸長法によって以前に決定さ

れた parAB の転写開始点付近に，シグマ 70 因子の認識配列と高い相同性を示す-35，-10 配
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列 (5’-TTGAAA-3’および 5’-ATACTA-3’) が見出されている (新谷，2006 博士論文) ことと

一致する． 

#8.1は carBb遺伝子の逆鎖に位置する推定non-coding RNAである．機能は不明であるが，

RpoS 結合サイトが見出された． 

ORF34-carFE (#8.1) については，ORF34 は機能未知であるが，carFE はカルバゾール分

解経路中で 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase (CarE) 及び acetaldehyde dehydrogenase (CarF) を

コードすることが明らかになっている (Fig. 1-2)．カルバゾール分解オペロン (carAa-E) の

上流のプロモーターPant及び PcarAaから carE までを含む一つの転写ユニット (#8A, #8B) が

存在することは RT-PCR によって以前に確認されている (Miyakoshi et al., 2006)．一方で，

pCAR1 とは独立に単離されたカルバゾール分解遺伝子群 (Pseudomonas sp. K23 株由来，及

び Janthinobacterium sp. J3 株由来) との比較によって，carAa-ORF33 までの領域は pCAR1

のみにしか存在しないことが示されており (Inoue et al., 2004)，もともと別のレプリコン上

に存在した ORF34-carFE が遺伝子再構成によって上流のプロモーターとともにこの位置に

挿入された可能性 (Nojiri et al., 2001) が高い． 

 

(B) KT2440 株と PAO1 株では定常期に誘導されるが Pf0-1 株では誘導が見られないグル

ープ 

このグループには#4 と#26.1 の 2 個の転写ユニットが分類された．#4 は antR 遺伝子と

ORF22 の上流を含む転写ユニットである．antR 遺伝子は，pCAR1 上のカルバゾール分解遺

伝子群及びアントラニル酸分解遺伝子群上流の Pantプロモーターの誘導に必要な AraC/XylS

タイプアクチベーターAntR をコードしており，antR 自身のプロモーターは RpoN (シグマ

54) 依存性であることが過去の転写開始点の解析とシグマ因子破壊株の解析によって示さ

れている (Miyakoshi et al., 2007)．本研究の上流配列の解析においても RpoN 結合サイトが

見いだされている．シグマ 54 は転写活性化に bacterial enhancer binding protein (bEBP) の

ATPase 活性を必要とするが，pCAR1 上には bEBP がコードされていないことから，宿主染

色体上の bEBP を利用していると考えられている．これまでに antR 遺伝子の転写は，カル

バゾールまたはアントラニル酸の存在下，及び炭素飢餓条件で誘導されること，KT2440 株

と PAO1 株では bEBP として二成分制御系のレスポンスレギュレーターである CbrB を必要

とすることが示されている (Iwata & Matsumoto et al., unpublished data)．KT2440 株では細胞

内の RpoN 量は異なる生育段階，また窒素飢餓・炭素飢餓条件においてもほぼ一定であるこ

とが示されており (Jurado et al., 2003)，RpoN 依存性プロモーターの活性はともに働く bEBP

の量や活性化の度合によって調節されると考えられている．Pf0-1 株で antR の誘導が見られ

なかった原因としては，Pf0-1 株では antR 遺伝子の誘導に関わる bEBP が他の 2 株と異なる

可能性，または活性化 bEBP の量が Pf0-1 株では少ない可能性が考えられる． 

#26.1 は推定 non-coding RNA であり機能は不明であるが，上流に (RpoN であなく) RpoS

結合サイトが見出されていることから，antR とは異なる機構で転写制御されていると推測

142



され，Pf0-1 株で転写が見られない理由も antR と異なる可能性が高い． 

 

(C) KT2440 株のみで転写が認められるグループ 

このグループには#9.1 と#45 の 2 個の転写ユニットが分類された．上流配列の解析では，

両者ともに RpoD 結合サイトが見つかったという共通点があった．しかし両者の転写プロフ

ァイルを詳細に見てみると，#9.1 は対数期にも転写が認められるが定常期になるとさらに

転写量が増加する一方，#45 は転写のピークが対数期で定常期に入ると転写量が減少する，

という違いが認められたことから，両者の転写には RpoD 以外の因子が関わっており，その

因子が KT2440 株のみに存在するために，KT2440 株のみで転写されていると考えられる． 

#45 に含まれる tnpAc 遺伝子と tnpC 遺伝子は，pCAR1 上の 72.8 kb の Tn3 ファミリーの

トランスポゾンである Tn4676 の transposase とそのリプレッサーをそれぞれコードすると推

定されている (Fig. 4-8)．これまでに Tn4676 の転移が検出された例は，KT2440 株と同じ P. 

putida 種に属する P. putida DS1 株 (Endoh et al., 2003) を宿主としたとき (Shintani et al., 

2005) と，Pf0-1 株を宿主として模擬カルバゾール汚染土壌でモニタリングを行ったとき 

(Shintani et al., 2011a) であった．本実験条件では tnpAc 遺伝子の転写が認められなかった

Pf0-1 株においても，培養条件によっては tnpAc 遺伝子が転写誘導されることを示唆する結

果である． 

また，KT2440 株染色体上には Tn4676 と同じ Tn3 ファミリーに属する Tn4652 が存在す

る (Fig. 4-9A)．Tn4652 の tnpA 遺伝子の転写制御機構については，大腸菌では転写されない

ことから P. putida 染色体由来の因子を必要とすること (Horak & Kivisaar, 1998)，定常期に

RpoSと IHF (integrated host factor) によって誘導されること (Ilves et al., 2001) が示されてい

る．本研究のコハク酸培養条件でのタイリングアレイデータでは，対数期～定常期まで転

写が認められないが pCAR1 を保持すると対数期をピークとして転写されるようになってお

り(Fig. 4-9B)，この転写プロファイルは pCAR1 上の tnpA 遺伝子のプロファイルと一致して

いる (Fig. 4-4)．本実験で定常期での誘導が見られない理由，及び pCAR1 を保持した際に転

写誘導される理由は不明であるが，Tn4652 の tnpA 遺伝子と pCAR1 上の tnpA 遺伝子の上流

配列は保存性が高く (Fig. 4-10)，両者は共通の転写制御を受けている可能性が高い． 

#9.1は前項の解析によってputative DNA-binding protein をコードするORF37aが見出され

た転写ユニットである．ORF37a と相同性が認められた λファージのリプレッサーは溶原化

したファージ領域中で転写され続け，溶菌遺伝子の転写を抑えつつ自身の転写を誘導し続

ける働きをする遺伝子である (Dodd et al., 2005)．溶原化状態の確立の際にはいったん別の

プロモーターからリプレッサー遺伝子が転写される必要がある (Dodd et al., 2005)．ORF37a

が λファージのリプレッサーと同様の機構で転写制御されているかどうかは不明であるが，

この ORF37a が KT2440 株のみで転写されているのは，KT2440 株のみで誘導されるプロモ

ーターによって転写された ORF37a が自身の転写を誘導し続けているためかもしれない．

PAO1(pCAR1)株や Pf0-1(pCAR1)株において，安定性の低いベクターから ORF37a を一過的
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に発現させ，ベクターを脱落させたのちに ORF37a の転写を調べてみれば，この仮説を検証

できると考えられる． 

 

(D) 宿主ごとに転写が 大となる時期が異なるグループ 

(D) はそれぞれ pCAR1 上の核様体タンパク質をコードする遺伝子を 1 個ずつ含むグルー

プである．pmr (#21) は，KT2440 株では 2-4 時間で転写量が 大で 6-8 時間で次第に減少し

ていくのに対し，PAO1 株では 4 時間，Pf0-1 株では 2 時間で転写量が 大となる．phu (#30.1) 

は KT2440 株では 6 時間で転写量が 大となるのに対し PAO1 株では 4 時間，Pf0-1 株では

2 時間で 大となる．pnd (#29) では KT2440 株で 2-6 時間の転写量がほぼ同等で 8 時間に若

干の減少が見られるのに対し PAO1 株では 4 時間で転写量が 大，Pf0-1 株では 2 時間で転

写量が 大となるプロファイルを持つように見える．KT2440 株では，3 種の核様体タンパ

ク質遺伝子の転写プロファイルが qRT-PCR によって以前に取得されている (Yun et al., 

2010)(武田，2011 年東京大学博士論文)(Fig. 4-11)．今回のアレイデータと比較してみると，

pmr はおおむね一致している．phu と pnd のプロファイルは 大となる時期が少し異なって

いるように見えるが，転写量の 大となる点と 小となる点で 4 倍程度の差しかないため，

誤差の範囲であると考えられる． 

核様体タンパクはその種類によって転写量が 大となる時期が異なっており，生育段階

に応じて細胞内の主要な核様体タンパク質が入れ替わることで，DNA の折り畳み方を変化

させることで多数の遺伝子の転写調節を行うグローバルレギュレーターとして機能する 

(Dillon & Dorman, 2010)．3 種の核様体タンパク質をコードする遺伝子の転写制御機構は明

らかになっていないが，pmr と phu については既にプライマー伸長法による転写開始点の決

定が行われており (Yun et al., 2010)(武田，2011 年東京大学博士論文)，-10，-35 に RpoD 結

合配列と相同性の高い配列があることが示されている．pnd の転写開始点は実験的に決定さ

れていない． 

 

4-3-4．宿主によって異なる転写プロファイルを示した転写ユニット全体を見渡した考察 

本項では選抜された 17 個の転写ユニット全体を見渡した考察を述べる． 

 

KT2440 株は転写される転写ユニットの数が多く転写時期も長い 

(A)～(C) のグループの転写プロファイルの傾向 (Fig. 4-5) から，KT2440 株では他の株に

比べて転写される転写ユニットの数が多く転写される時期も長いことが，pCAR1 を保持し

た際の負荷が他の株より大きい原因 (Takase ら，unpublished data; Fig. 3-9) の一つとなって

いるのではないかと推測している。これらの転写ユニットを破壊した株を用いて，

competition assay を行ってみれば，この仮説を検証できる．また，現在 competition を繰り返

し行うことで pCAR1 を保持した際の負荷が軽減された自然変異株が取得されており 

(Takase & Noto et al., unpublished data)，これらの変異株の全ゲノムシーケンスによる変異点
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の同定が進められている．pCAR1 上に変異点が存在した場合，本研究で選抜した転写ユニ

ットの位置との重ね合わせをしてみることは興味深い． 

 

可動性遺伝因子上の遺伝子すべてが宿主によって異なるプロファイルで転写されるわけ

ではない 

(A)～(C)のグループに含まれる 14 個のうち 6 個がトランスポゾンや挿入配列の転移に関

わる transposase や resolvase であった (Table 4-4) ことから，pCAR1 上の可動性因子に着目

して結果を見直してみた． 

pCAR1 上で 大の可動性遺伝因子である Tn4676 の転移には transposase (TnpAc) の他に，

cointegrate resolution proteinであるTnpS及びTnpTが必要とされている (Maeda et al., 2003)．

今回の結果では，tnpAc 遺伝子群が(C)グループに分類された (KT2440 株のみで対数期に転

写された) 以外は，tnpS 遺伝子 (#14) も tnpT 遺伝子 (#15) も 3 宿主で恒常的に転写されて

いた (Fig. 4-2)． 

pCAR1 上の挿入配列としては，4 コピーの ISPre1，1 コピーの ISPre2，2 コピーの ISPre3，

1 コピーの ISPre4，1 コピーの IS1162 が存在するが，(A) グループとして抽出された ISPre1，

ISPre2 の transposase (tnpA1-A4) 以外は，ISPre3 の transposase [ORF53 (#16), ORF134 (#38)] は

3 宿主共通に対数期特異的に転写されており，ISPre4 の transposase [ORF117 (含まれる転写

ユニットなし)] と IS1162の transposase [ORF45-46 (含まれる転写ユニットなし)] は 3宿主共

通にほとんど転写が見られなかった． 

以上のことから，可動性遺伝因子の転移に関わると考えられる遺伝子すべてが宿主によ

って異なるプロファイルを持つわけではないことがわかる．今後，3 宿主で共通の転写プロ

ファイルを示した遺伝子と，宿主によって異なる転写プロファイルを示した遺伝子で，転

写制御機構を比較解析することで，(i) ある宿主特異的に転写制御に関わる因子が存在する

のか，それとも(ii) 関わる因子は宿主間で共通だがその因子の量が宿主間で異なるのか，が

明らかになると考えられる． 

 

宿主によって転写プロファイルが変化する転写ユニットの転写開始点付近は GC 含量が

低い傾向がある 

選抜された 17 個の転写ユニットの転写開始点付近の 250 bp の塩基配列の GC 含量に着目

すると (Table 4-4)，17 個の平均は 49%で，全転写ユニットの平均 (52%) に比べて GC 含量

が低いものが多いことに気付く．ヒストグラムを描いてみると (Fig. 4-12)，全転写ユニット

の転写開始点付近の GC 含量は 大値 69%と 小値 30%の間に分布しているが，この中で

抽出された 17 個は 大値 56%～ 小値 30%の間に分布しており，両者の分布の形を比較す

るとGC含量 57%以下と 58%以上の間にそのユニットが選抜されるかどうかの (宿主によっ

て転写プロファイルが変わるかどうかの) 境界があるように見える．また，GC 含量が低い

区分ほど全転写ユニットの数に占める選抜されたユニットの数の割合が大きくなっていく
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傾向が読み取れる．以上をまとめると，転写開始点付近の GC 含量が高いほど 3 宿主共通の

転写プロファイルを示しやすく，特に GC 含量が 58%を超えると宿主による転写プロファイ

ルの変化が認められなくなる，ということになる． 

 

宿主によって転写プロファイルが変化した転写ユニットの pCAR1 上での局在と Pmr 結

合サイトとの関係 

宿主によって転写プロファイルが異なった 17 個の転写ユニットの pCAR1 上での位置に

着目した (Fig. 4-6)．まずおおまかに見ると pCAR1 全長の塩基番号で 180,000 から 1 をまた

いで 100,000 あたりまでの約 120 kbp の領域に分布しており，残りの約 80 kbp の領域には分

布しないという偏りが見られた．残り 80 kbp の領域はそもそも転写ユニットの数が少なく

本実験の培養条件では転写量も相対的に少ないものが多いために偏って見えているだけと

いう可能性もあるが， 120 kbp の領域の中でさらに細かく見てみると，大きく 5 つのまと

まり (#45，#1~4，#7~13，#20B~21，#26.1~#30.1) に分かれて分布しているようにも見える．

細胞内でプラスミドが核様体タンパク質によって折り畳まれており，その折り畳まれ方が

生育段階に応じて変化していくことをイメージすると，これらの今回抽出された転写ユニ

ットがまとまっている領域は，宿主によって折り畳まれ方が異なるために転写プロファイ

ルの違いが生まれているのではないか，とも想像できる．ネイティブな pmr 遺伝子に His

タグを付加した KT2440(pCAR1)株を用いた ChAP-Chip 解析において検出された Pmr の結合

サイト (Yun et al., 2010) と比較してみると，20,000～40,000 付近の領域などは Pmr の結合サ

イトが多く，かつ今回抽出された転写ユニットが集中している領域と言うことができる．

今後，この仮説を検証していくには，Pmr の結合位置を PAO1 株や Pf0-1 株でも調べる，ま

た KT2440 株で Pmr 以外の核様体タンパク質の結合位置を調べるなど，各宿主内でのプラ

スミド DNA の折り畳まれ方を調べていく必要がある． 

また，選抜された 17 個中 11 個の転写ユニットが Tn4676 (72 kb) 上に位置していた．プラ

スミドをコア領域とアクセサリー領域に分ける視点で見てみると，pCAR1 のコア領域の定

義は難しいものの，他の IncP-7 群プラスミドとの比較 (Yano et al., 2010) から Tn4676 はア

クセサリー領域であると考えられる．宿主によって転写プロファイルが変化する転写ユニ

ットの約 3 分の 2 が，pCAR1 上の約 3 分の 1 を占める Tn4676 上に集中していたことは，プ

ラスミドが様々な宿主の間に伝達されていく過程で，宿主に合わせてアクセサリー領域の

遺伝子構造だけでなく転写状態を変化させていくことを想像させる結果である． 
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Fig. 4-1 タイリングアレイデータから転写開始点・転写終結点を推定する模式図
(A) タイリングアレイデータの模式図．x 軸は染色体領域を表し，五角形で架空の ORF の位置と向き

を示す．y 軸は各プローブの示したシグナルの大きさを表しており，1 本の線が 1 本のプローブに対応

する．転写が見られると判断したプローブを赤で示す．(B) と (C) はそれぞれ転写開始点と転写終結点

とプローブ番号の関係を表す．プローブ番号は 25 mer プローブの中心の塩基番号に相当する．

転写の方向
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