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概要

本論文は、近年その全ゲノム配列が明らかにされた 7種類の微生物(真正細菌から 6

種:(E.coli， H. influenzae， 日• pylori， M. genitalium， M. pneumoniae， Synechocystis) 

、古細菌から 1種(M.jannaschI1)) ゲノム上での、 ABC輸送系オペロンの保存性を比

較解析した研究成果である。

本研究ではまず、 7生物種の持つABC輸送系のATP結合蛋白質、およびこれに類似

した蛋白質全てを、 orthologous関係とアミノ酸配列類似性に基づいて分類を行い、

ATP結合蛋白質のorthologテーブルを構築した。そして次に各生物種のゲノム上で、

それらの蛋白質をコードしている遺伝子の周辺遺伝子の保存性を、分類されたグルー

プ内で解析した。これにより、 ATP結合蛋白質の分類が、それの含まれるであろうオ

ペロンの構造に非常に良い結びつきがあることを示した。つまり、真正細菌の進化を

通して、 orthologous遺伝子のゲノム上での配置は専らシャツフルされているという報

告げ'atusovet aJ.， 1996: Watanabe et a1.， 1997Jとは対照的に、一般にABC輸送系の

遺伝子群は、生物種を越えて、さらには生物界のドメインを越えて非常に強固に集積

し、オペロンを形成しているであろうことを明らかにした。今回比較を行った 7生物

種の中で、 Synechocystisゲ、ノムでのみ、 ABC輸送系オペロンの保存性に低下がみら

れる。これらの結果から、複数のABC輸送系オペロンの起源は古細菌と真正細菌の分

岐以前にさかのぼること、また、各々のオペロンが一つの単位として進化してきたこ

とが示唆される。

またこの保存性の解析を通して、次の幾つかの機能推定を行うことができた。これま

でに報告されていなかった、新規のオペロン構成要素を 4種類発見した。このうち 一

つは、 E.coliにおけるシグナル伝達に関与すると考えられる蛋白質である。さらに、接

着および細胞壁の構築への関与が示唆されるABC輸送系オペロンの一群を同定するこ

とができた。 E.co1iの細胞分裂への関与が知られているオペロンの構成要素にも共有さ

れる、新規のアミノ酸配列モチーフを待つ蛋白質の一群を同定した。また、オペロン

を形成せず、輸送以外の機能を担うであろうATP結合蛋白質の一群を同定することが

できた。 E.coliで、のABC輸送系オペロンとべん毛遺伝子の発現制御との関連について

も示すことができた。

そしてさらに、既に発表されているABC輸送系オペロンのATP結合蛋白質以外の要

素(膜蛋白質と基質結合蛋白質)の分類と、本研究の分類結果との比較から、 7つの

ABC輸送系オペロンの祖先型を提案した。

本研究で得られたオペロンの機能に関する新たな知見は、今後、我々の研究室で構築

しているKEGGデータベース(http://wv..べν.genome.ad.jp/kegg/)を通して公開され

る予定である。
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略語

Ec: Escherichia coli 

Hi: Haemophilus influenzae 

Hp: Helicobacter pylori 

Mg: Mycoplasma genitalium 

Mp: Mycoplasma pneumoniae 

Ss: Synechocystis sp. 

Mj: Methanococcus jannaschii 

ABC: ATP-与工nd工ng♀assette
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1.序論

1.1. ABC輸送系の生物学的重要性

ABC輸送系は、その発見当初、真正細菌の栄養分摂取システムとして同定された。

これらは、グラム陰性菌では、ペリプラズム基質結合蛋白質依存性輸送システムとし

て、またグラム陽性菌では、基質結合リポ蛋白質依存性輸送システムとして、現在ま

でに多数の系が発見されている[Higgins，1992J。

ABC輸送系は、幾つかの共通した特徴を有している。これらの系はいずれも、アミ

ノ酸配列上、比較的良く保存されたATP結合ドメインを持ち、これが名前の由来

(ムJ'P-binding ♀assette) ともなっている。このATP結合ドメインで行われるATP加

水分解が、その詳細な機構は未だ不明であるものの、能動輸送のエネルギー供給源と

なっていることが示唆されている。現在までに明らかにされている典型的なABC輸送

系は、 4つのドメインから成る。うち 2つは既に述べたATP結合ドメインであり、こ

れら以外の 2つは、各々 6本の膜貫通領域を持つとされる膜内在性のドメインである。

最初に述べた、ペリフラズム結合蛋白(あるいは、リポ蛋白)の有無は、系に依るこ

とが知られている。一般にこれらのドメインは、真正細菌では、別々の蛋白質として

発現し、細胞中で互いに結合して機能単位を構成していると考えられている(図 1)。

真核生物では、これらのドメインが融合し、 一つの蛋白質として発現している。

またABC輸送系は、真核高等生物においても、生物学的、医学的見地から見て非常

に重要な現象、例えば、のう胞性繊維症、免疫系における抗原提示、がん細胞の薬剤

耐性等への関連[Higgins，1992J、さらには、神経伝達物質受容体との配列類似性が指

摘されている[杉山等， 1997J。このようにABC輸送系は、真正細菌から真核高等生物に

至るまで幅広く存在し、細胞にとって重要な系であると考えられ、非常に興味深い研

究対象である。

1.2.ゲノム配列解析の進歩と本研究における意味

近年、急速な勢いで、様々な生物種の全ゲノム配列が明らかになりつつある。これに

より、例えば化合物の代謝、合成、輸送経路やシグナル伝達経路といった各生物種の

もつ分子問相互作用のネットワーク全体を、計算機上で自動的に比較することが可能

になる[富井・金久， 1997Joこれには、異なる生物種で同じ機能を果たすと考えられる

orthologous遺伝子の同定が必須である。

本研究では、近年その全ゲノム配列が明らかにされた 7種類の微生物(グラム陰性細

菌から 3種、グラム陽性細菌から 2種、シアノバクテリアから 1種の以上、真正細菌
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から 6生物種。そして古細菌から 1種)の輸送、特に上述したABC輸送系に着目し、

比較解析を行った。この輸送系に注目した理由は、既に述べた生物学的な機能の重要

性以外に、ゲノム上での多量のABC輸送系遺伝子の存在[Tatusovet a1.， 1996; 

Blattner et a1.， 1997Jが挙げられる。これまでに、 orthologous遺伝子の配置は、真正

細菌ゲノム上で専らシャツフルされているという報告げ'atusovet a1.， 1996; 

Watanabe et a1.， 1997Jがある。これに対してオペロンの構造が、生物種、さらには生

物界のドメインを越えて保存されているか否かを調べることは、非常に興味深い。こ

のような意味から、ゲノム上に多量に存在し、かっオペロンを形成することが知られ

ているABC輸送系遺伝子は、恰好の対象であると言える。

またこれまで、 ABC輸送系オペロンの構成要素である基質結合蛋白質や膜蛋白質に

基づく分類[Tamand Saier， 1993; Saurin and Dassa， 1994Jは発表されているが、

ATP結合蛋白質の全体を通した系統的な分類は、本研究が最初である。

材汗究では、まずABC輸送系のATP結合蛋白質、あるいはこれに類似した蛋白質を、

アミノ酸配列類似性および、orthologous関係に基づき分類、を行い、次に各生物種のゲノ

ム上で、それらの蛋白質をコードしている遺伝子の周辺の遺伝子の保存性について解

析を行った。さらに、 ABC輸送系オペロンの進化についても考察を行った。
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細胞膜

細胞質

図 1 典型的なABC輸送系のサブユニット構造

の模式図。膜貫通領域は矩形で表した。



2.方法

配列データ

本研究の解析に用いた生物種は、次の 7種である。即ち、グラム陰性菌から次の 3種、

E. co1i [Blattner et a1.， 1997J， H. in刀uenzae[Fleischmann et a1.， 1995]， H. py10ri 

[Tomb et a1.， 1997]， グラム陽性菌から次の 2種、 M.genit丘1ium[Fraser et a1.， 

1995]， M. pneumoniae [I-Iimmelreich et a1.， 1996]， シアノバクテリアから 1種、

Synechocystis sp. PCC6803 [Kaneko et a1.， 1996J，の以上真正細菌から 6種、そし

て古細菌から 1種、 M.jannashii [Bult et a1.， 1996J，である。

これら 7生物種の持つ蛋白質のアミノ酸配列とそれらの機能に関する注釈は、我々の

研究室で構築しているKEGGデータベース(http://www.genome.ad.jp/kegg/)から

取得した。遺伝子の位置情報およびDNA塩基配列については、 GenBankのcomplete

genomes section (ftp:/ /ncbi.nlm.nih.gov / genbank/ genomes/bacteria/)の 1997

年9月10日版のデータを利用した。

配列類似性の基準および、orthologの定義

アミノ酸配列の比較には、 SSEARCI-I[Pearson， 1991Jを用いた。使用したパラメー

タは、ギャップの開始および伸長のコストが、それぞれ-12と、 -2、アミノ酸置換行列

がBLOSUM50[Henikoffand I-Ienikoff， 1992Jである。このアミノ酸置換行列は、相

向性解析に有効な置換行列群[Tomiiand Kanehisa， 1996Jのーっと同じ手法で作られ

ている。

配列類似性の基準には、データベース検索(後述)を行う時にSSD生RCHプログラム

で計算される期待値 (Evalue) を使用した。期待値が0.001未満である時、配列類似

性があると定義する。この設定は、立体構造既知の蛋白質分類の際、偽陽性がなかっ

た[Brenneret a1.， 1995Jことによる。この期待値には、厳密な対称性がないので、大

きな期待値の方を各配列ペアの値とした。

2生物種間でデータベース検索を行って、ある蛋白質ペアが上記の配列類似性の基準

を満たして、かつお互いに最高の期待値とアライメントスコアを示す場合に限り、そ

の蛋白質ペアはorthologであるとした。

ATP結合蛋白質の分類 (orthologテーブルの構築)

ABC輸送系のATP結合蛋白質の、アミノ酸配列類似性および、orthologous関係に基
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づく分類 Corthologテーブルの構築)は、図 2にも示すように次の 4段階を経て行わ

れた。

まず最短距離法用いて、各生物種内でABC輸送系のATP結合蛋白質のparalogous遺

伝子(産物)の同定を行った。この時の各配列聞のE巨離には、 Evalueを用い、関値は、

Eく0.001に設定した。このために、あらかじめ各生物種内で、全配列を問い合わせ配

列としたデータベース検索を行った。次に、各生物種内での明らかな重複、これは例

えば、Ecにおけるペプチド輸送系や糖輸送系等、配列類似性からみても機能的にも非

常に良く似たグルーフ、を同定するために、各生物種内でATP結合蛋白質のクラスター

解析を行った。これには、 1000を各ATP結合蛋白質問のアライメントスコアで割った

値を、その蛋白質ペアの距離とし、最短距離法と最長距離法による階層的クラスター

解析を行い、両手法で同じ構成要素を持つクラスターとして同定した。この時点の分

類が、 orthologテーブルにおける分類の基礎となる。

3番目に、異なる生物種の持つATP結合蛋白質問のorthologous関係を知るために、

各生物種の持つATP結合蛋白質の配列を問い合わせ配列とし、他生物種へのデータベー

ス検索を行った。今回のorthologの定義は、上に述べた通りである。最後に、 2段階

目で得られたクラスターと、 3段階目で得られたorthologous関係を基にorthologテー

ブルを構築した。テーブル構築には、 orthologous関係を最優先した。また 2段階目で

得られたクラスターは同一グルーフに属するよう分類した。 2段階日で複数の構成要

素を持つクラスターに属さなかった配列は、類似性(アライメントスコア)に従って

各グループに分類した。

こうして、 orthologテーブル構築後、各グループ内でATP結合蛋白質をコードして

いる遺伝子近傍(前後各々 5) の遺伝子の保存性を、その産物のアミノ酸類似性から

探索した。このためにまた、 ATP結合蛋白質周辺の配列を問い合わせ配列とし、他生

物種へのデータベース検索を行った。これらの結果は、 3.2.以降に示す。
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解析手順

1) 各生物種からABC輸送系ATP結合蛋白質を同定

十

2) 各生物種内で、 ABC輸送系ATP結合蛋白質をクラスタリング。

3) 生物種間で、 orthologを同定。

4) ABC輸送系ATP結合蛋白質のorthologテーブルを構築。

J 
5) 分類、したグループ内で、 ATP結合蛋白質周辺の遺伝子を比較。

遺伝子の配置の保存性を解析。
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3.結果

この章ではまず、 ATP結合蛋白質の分類結果について述べる。そして次に、分類さ

れた各グループ内での、 ATP結合蛋白質をコードしている遺伝子の周辺遺伝子の保存

性、つまりオペロン構造について、各グルーフ毎に順次述べて行く。

3.1. ATP結合蛋白質の分類 (orthologテーブル)

前章 2で述べたように、まず最短距離法用いて、各生物種内でABC輸送系のATP結

合蛋白質のpara1ogous遺伝子(産物)の同定を行った。Ecで、は、 83配列が同定された

が、このうちDNA~ 復に関与するUvrA(b4058) と、Ec内にあるATP結合蛋白質と膜蛋

白質との融合蛋白質の影響で混入された膜蛋白質と推定される 4配列を除いた78配列

を、今後の解析に用いた。 Ssでも、 UvrA(slr1844)と、同様の理由から14膜蛋白質、

さらに非常に短い 2つのATP結合蛋白質(ssr3570，ssr2802)を除いた54配列を今後の

解析に用いた。 Hi，Hp， Mpで、も、 UvrAに相当する配列を除いた。これらの結果は表 1

にまとめた。

次に、各生物種内での重複を推定するために、各生物種内でATP結合蛋白質のクラ

スター解析を行った。ここ形成されたクラスターが、この後のATP結合蛋白質全体の

グループ分けの基礎となる。ここでは、例としてEcで、のクラスター解析の結果を図 3

に示す。ここで得られるクラスターは、例えばEcにおけるべフチド輸送系や糖輸送系

等、配列も機能も良い類似を示すATP結合蛋白質が形成している、非常に分離の良い

集合であることがわかる。 7生物種における結果は、表 1にまとめた。これらのクラ

スターは、基本的には、最短距離法と最長距離法の 2つの手法で、同一要素を含むク

ラスターである。これをより明確に同定するために、Ecの場合、最短距離法では590

点、最長距離法では470点の関値を導入した。他の生物種については、およそこれと同

じ値だが、関値を調整して導入した。

そしてこの結果と既に得ているorthologous関係から、orthologテーブルを構築し

た。これを、表 2に示す。表 2では、 orthologous関係にあるものが同じ行に示されて

いる。グループ分類は、先程のクラスターが基礎となっている。 3生物種以上の問で

比較を行うと、 orthologous関係のペアに矛盾が生じる場合がある。今回、そうしたペ

アについては、アライメントスコアの高い)11貢に関係を優先させ、テーブルを構築した。
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表 1.7生物種におけるABC輸送系ATP結合蛋白質数およびそのクラスター解析の結果

生物種 Gram-negative Gram-positive Cyano- Archaea 
bacteria bacteria bacteria 

Ec Hi Hp Mg Mp Ss Mj 

ATP結合蛋白質数 78 41 18 16 17 54 17 
(A) 

全蛋白質数(B) 4289 1717 1566 467 677 3166 1680 

(A)/(B) (%) 1.8 2.4 1.1 3.4 2.5 1.7 1.0 

クラスター数 9 8 2 5 4 13 3 

クラスター中のATP 51 30 5 10 9 39 6 

結合蛋白質の数

単独クラスターの 27 11 13 6 8 15 1 1 

ATP結合蛋白質数
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図3 Ecで、のATP結合蛋白質のクラスター解析の結果

a) J長短距向性法 b)最長距向性法の結果を示す。クラスターに付された数字は表 2

のグループ名を示す。



表 2.ABC輸送系ATP結合蛋白質のorhologテーブル

グループ Gram-negati ve bacteria Gram-positi ve bacteria Cyano- Archaea 4)機能
bacteria 

Ec Hi Hp Mg 恥1p Ss Mj 

slr0354 フ

b0760 molybdate 

b0765 HI1691 

b0066 HII021 a)出larrun

b1756 フ

sl10240 ? 

HP0475 s110739 molybdate(‘ 

1-1 b1318 slr0747 つ

b3450 恥1G187 E07 orf586 slr1224 sn-glycerol-
phosphate 

b4035 maltose/ 
maltodextri 

-・・・・・・.......・・・・・・・ 4・・・ -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ .................................... -・...................... -・・・・・・・・・・・・・・・・・・.........

b0262 HI0126 ワ

b0855 putresclOe 
b1126 HI1347 恥1G042 D09 orf560L spennidine 

putresclOe 
b1441 ワ

"'1)2ヰ22'"
..................... -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・..............・・・・・・・・・・・ ................・・・・・・・・・・・・・・・....

slr1455 MJ1367 sulfate / tillosu 
HI0099 s111878 

Elyclbn)c Ibroetn 泊f
.................. 

"'b2o77'" 
..・・・・・・・・・・・・・・・・・・...........・・・・・・・・・・・・・.......................... -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・.. -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・.， -・・・・・・・・・..................

'"1)2129''' 
-・・・・................-・・・・・・・・・・・・・・4・・・・・・・・・ -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ .................................... -・・・・・・.................-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ... .)~~p.~?.~ ~.~.~ 

HI0354 つ

HI1474 ワ

1-2 b0366 s111082 恥σ0412 taunne 
slr0043 rutrate 
slrO044 
s111452 ru甘ate
s111453 

1-3 b3195 HII087 s111oo1 つ

HP1465 s111041 ワ

1-2 b0933 つ

HP0819 う

1) 1-4 b0490 
.) 

b1513 つ

b1900 L-arabinose 

b2149 HI0823 MGl19 A65 orf572 galactose 

b2547 フ

2 b3567 HIIII0 D-xylose 

b3749 HI0502 ロbose
b4087 つ

b4228 
g下

b4229 
-・・・・・・・・・a・・・・・・・・.，-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・............・・・・・・6・・・・・・・・・ -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

ワ



表 2 (続き)

グループ Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria Cyano- Archaea 機能
bacteria 

Ec Hi Hp Mg Mp Ss Mj 

b0495 HP0179 
b0879* 肘fG065 R02 orf465 

bl117* 日I1549ヰ 恥111508本 cell di vision( 

3-1 K05 orf284 sIr0544 M10796* 
MG467 K05 orf339 sII0484 

HP0748 cell di vision( 

b3463* HI0769 cel1 divisior 

b0199 HI0621 HP1576 つ

3-2 sll1870 つ

sII0778 ワ

b0652 HP1171 glut創nate/asp釦

b0809 glutamine 

3-3 b0864 HI1180 argmme 

b1917* HI1078 ワ

b2306 histidine 

b3271 slr1735 つ

3-4 b4106 phospho-nat， 

b3454 sIr1881 MJ1268 br加 ched-

3-5 s110374 chain 

b3455 slr0467 MJ1267 arruno 
s110764 acid 

3-6 b3201 HI1148 HP0715 slr0251 ワ

b3725 2) MG410 C12 orf329 s110683 恥UI012 phosphate 

3-7 s110684 
s1r1250 

M11662 

b0829* s111927 ワ

b1246 Hll121 MG079 G07 orf423 ollgpoe-pp? IeldpE Ild 
b1291 HI1641 
b1484* 
b2180* HP0250 M11242 ? / c) 

4-1 b3541 HI1185 HP0301 dioeDtid 

b1247 Hll120 
-・・・・・・・・・・..・・・・・・・・・・・・ー............................................................ -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ............................ 

ol ig!o際-p日cp!t?i dt 

b1290 HI1642 peptide 

b1483* 
b3540 HI1184 HP0302 dipeptide 

MG080 G07 orf851 oligo-peptide~ 

b3479 nickel 

b3480 

4-2 b4097 phospho-

b4096 nates 



表 2 (続き)

グループ Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria Cyano- Archaea 機能
bacteria 

Ec Hi Hp 恥19 Mp Ss Mj 

b1709 vit~I!_-ê l 
HI1470 つ

5-1 HI1272 HP0888 3)MG290 3)A05_0rf244 MJOO89 つ

b0151 feni -chrom， 

b4287 iron(ill) dicitr 

b0588 s1r1318 恥110873 fenic entero-b， 
5-2 aI0361ヰ s111599* mang釦 ese

b1858* HI0408* slr2044* 

MG304* A05 orf270Lヰ

MJ1572本

5-3 日11618* MG179* GT9 orf274* s110385本 M11088* cobalt(?) 
MG180本 GT9 orf303* 

MG303* A05 orf382* 
s1l1623 

MG014 D12 orf623 
sll1725 

b0914 HI0060 HPI082 s1l1276 

b0448* s1r0615 
b0449* 恥10015 D12_orf634 slr1149 

s1r20 19 
s111180 
slr 1488 
s1r1651 

6 bb O886* HI1156ヰ drug 

0887* HHII11105571 ヰ
resistance(? 

HP1206 
HI0663 
HI0664 

s1r1494 

HP0600 

MG390 

b1496 HI0036 s110182 
HI1467 

b2211 

b0127 

b0794 s110759 

b3486 capsule 

7 FI0 orf326 sll0415 poly-
sll0489 M11023 saccharide 
slr1113 expo口

slr190 1 (ABC-2) 

HP1220 



表 2 (続き)

グループ Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria Cyano- Archaea 機能
bacteria 

Ec Hi Hp 加19 Mp Ss Mj 

b0820本 HP0853本

b3352* HI0658ヰ slr0864* 
8 b0949* HI1300ヰ sll0912* f下

HI1342ヰ

b4391本 HI1252ネ MJ0719* d) 

9 b1682* slr0075* MJ∞35本 ワ

10 b2201 HII089 heme expon 

s110575* 
11 slr0982* ABC-2(?) 

slr2108* 

12 HP0613 ワ

MJ0121 フ

オペロンを形成する遺伝子には、影をつけて示した。各グルーフのオペロン構造につい

ては、本文を参照。太線は、グルーフ分類を、中線、細線は、各々アライメントスコア

が400点以上、 500点以上であることを示す。点線は、クラスター解析の結果による。同

じ行にある遺伝子はorthologである。

1) 本文参照

2) ATP結合蛋白質は、 suspectedcoding regionにコードされている。

3) MG290とA05_orf244の近傍の膜蛋白質は、他のグルーフの膜蛋白質と類似

(本文参照)

4) 機能情報に関しては、I-Iiggins[1992J and Saurin & Dassa [1994Jを参照。

a) gb:U09984 (文献なし).

b) gb:S72674 [Sanders et al.， 1994]. 

c) MJ1242 and MJ1662は、 methylcoenzymeM還元酵素(本文参照)• 

d) MJ0719はヒトの RNaseL inhibitorに類似(本文参照).



本研究では、 orthologous遺伝子は異なる生物種内で同じ機能を担う、という作業仮

説に基づき、 ATP結合蛋白質全体の分類にorthologous関係を考慮した点が最大の特

徴である。従って本研究の分類結果は、必ずしも既存の分類方法による結果と同ーで

はない。例えば、今回解析に用いた 7生物種全てのATP結合蛋白質を、前述と同様の

距離の定義と群平均法を用いて分類した場合、おおよそ今回の分類と良い一致を見る

が、本研究でのグラム陽性菌のグループ 1-1 (後述)に属するATP結合蛋白質は、こ

の手法では、明らかに異なるグループに分類される(図 4) 。しかしこの場合、次節

3.2.でも述べるように、周囲にコードされている膜蛋白質が保存されているという事

実が、本分類の妥当性を支持する。即ち、少なくともこのグループに属するオペロン

が、共通の祖先から進化した系統であろうことが示唆されている。

18 
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図4 全ATP結合蛋白質の群平均法によるクラスタリングの結果
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3.2.グループ 1

本グループに属するATP結合蛋白質を含むオペロンは、その周囲にコードされてい

る蛋白質(主に膜蛋白質)の配列類似性により、さらに 4つのサブグループに分類さ

れる。この分類は、 ATP結合蛋白質のクラスタリングの結果とも、非常に良く一致す

る(図 3)。モリフデン輸送に関与するATP結合蛋白質のうちb0760だけは、類似性

からの判断ではなく、 Ec内でのみ存在し、かつ、このグルーフのオペロンを構成して

いる事実から、特別にこのグループに区分した。

グループ 1-1に属するATP結合蛋白質は、今回解析に用いた 7生物種全てが有して

おり、また多くの場合オペロン構造も保持されていた(図 5) 。しかし、各オペロン

の基質特異性は、金属から糖に至るまで、非常な多様性を示している(表 2)。その

最も顕著な例は、Ecのb1318，b3450， b4035の3つのATP結合蛋白質と、それを含む

オペロンである。これら 3つのATP結合蛋白質は、互いに約50%の同一残基率を示し、

アライメントスコアも1000を超える。また機能単位の構成要素である、膜蛋白質や基

質結合蛋白質も統計的に有意な配列類似性を示す。にもかかわらず、これらは異なる

基質の輸送に用いられている。(UgpC(b3450)はsn-glycerol-3-リン酸輸送

[Overduin et a1.， 1988J、MalK(b4035)はmaltose / mal todextrin輸送 [Froshauer

and Beckwith， 1984J、b1318は機能未知)

グループ 1-1全体として見ると、オペロンにコードされている遺伝子の順序は、必

ずしも保存されているとは言えない(図 5)。特にparalogousオペロン間では、あま

り遺伝子順序は保存されていない。しかし、複数のorthologousオペロン、例えばモリ

ブデン輸送系 [Walkenhorstet a1.， 1995Jや、スペルミジン/フトレシン輸送系

[Furuichi et a1.， 1991J、硫酸塩/チオ硫酸塩輸送系[Hryniewiczet a1.， 1989; Sirko et 

a1.， 1990J等、にコードされている遺伝子の順序は、種を越えて保存されている。また、

その機能は未知であるものの、 b0066(Ec)とHI1021(Hi)を含むorthologousオペロン

のペア、 HP0475(Hp)とsll0739(Ss)を含むorthologousオペロンのペアも、各々同じ遺

伝子の順序をもっ。これらのオペロンにコードされているほとんどの膜蛋白質や基質

結合蛋白質遺伝子についても各々orthologous関係にある。

このグループのオペロンの半数以上が、 5'端から順に、基質結合蛋白質、膜蛋白質

(多くの場合 2蛋白質、あるいはドメイン)、そしてATP結合蛋白質という順序を保

存している。 paralogousオペロンでも、 }II員序は保存されていないものの、一つの機能

単位を構成するであろう遺伝子群は集中してコードされており、一つの転写単位となっ

ている可能性が示唆される。

このように機能単位を構成するであろう遺伝子群は、ゲノム上で高度に集積している

こと、および、グラム陽性菌の基質結合蛋白質は、リポ蛋白質であることから、配列

20 
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の類似性こそないものの、 MG186(Mg)とE07_orf301(Mp)の2リポ蛋白質は、隣接す

るオペロンの基質結合蛋白質である可能性を示唆したい(図 5)。

グループ 1-2のオペロンの特徴は、膜蛋白質を一つしか有しないことである(図6)。

類似性のある基質結合蛋白質も、 3生物種にわたり、 6オペロンで保存されている。

しかし、オペロン内の遺伝子順序は必ずしも保存されてはいない。また基質特異性も

様々である(表 2)。

Ec中のグループ 1-2の次に述べる 2つのオペロンは、硫酸塩飢餓反応に関与するこ

とが知られている。タウリン活用システムである、 tauABCDオペロン[vander Ploeg 

et a1.， 1996JのTauA(b0365)および、 TauD(b0368)は、 SSICs.ulfate三tarvation

induced proteins) 1および 3である[Quadroniet a1.， 1996J。また、 b0937とb0935

は、各々SSI4および6である。この 2蛋白質を含むオペロンの構成(図 6)は、枯草菌

(B. subtilis)のオペロン (GenBankaccession no. L16808) [Q叫rket a1.， 1994Jと

類似している。このことは、Ecと同様の飢餓反応系が枯草菌にも存在することを示す

のかもしれない。

グループ 1-3のオペロンは、グラム陰性菌で非常に良く保存されている。EcとHiの

間では 7遺伝子が、 )11員序も含めて保存されている(b3189からb3195と、 HI1081から

HI1087)。アミノ酸配列の保存度も、ほとんどのペアが同一残基率40%を超える。 Hp

においても 7遺伝子のうち 3遺伝子 (HP1464(b3193に相当)， HP1465(ATP結合蛋白

質)， HP1466(b3194に相当))が、保存されており、隣接してコードされている。 Ssで

は、この 3遺伝子に相当する遺伝子を 2組分持っているものの、ゲノム上で隣接して

コードされているのは、 sll1001(ATP結合蛋白質)とsll1002(b3193に相当)の 2つ

だけである。 7遺伝子のうち残りの、 b3191とb3192は、 7生物種のうちEcとHiのみ

に存在するようである。また、 murA(b3189)は、グラム陰性菌3種とSsに、 b3190は

Ec， Hi， Ssの3種に存在するようであるが、EcやHiの様に集積してコードされてはいな

い。グループ 1-3のオペロン構成遺伝子は、他のABC輸送系オペロンの膜蛋白質や基

質結合蛋白質とは、配列類似性を示さない。

グループ 1-4のATP結合蛋白質、 b0490の周囲には、今回比較を行なった 7生物種

のグループ 1のオペロン構成遺伝子は保存されていない。しかし、Ec中のb0490と

b0491の遺伝子の並びが、枯草菌[Kunstet a1.， 1997Jでも保存されている (yjkBA)。

21 
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図5 (説明)グループ 1~ 1のa)Ecでのb)それ以外の 6生物種でのオペロン構造を、

それぞれ示す。赤色はATP結合遺伝子、緑色は膜蛋白質を表す。(これはこの

後の図も同様)灰色をかけた部分が基質結合蛋白質にあたる。配列類似性によ

り紫と黄に色分けした。



5' 

5' 

5' 

5' 

(¥  

5' 

5' 

5' 

5' 

5' 

5' 

5' 

図6

ω'365 

b0936 b0935 

HI0357 

slrOO42 

HI1475 

|HI1476 I |削73I 

グループ 1-2のオペロンの構成

黄色と青色で示した遺伝子は、基質結合蛋白質を示す。

白色の遺伝子は実験事実等から、 (ATP結合蛋白質、

膜蛋白質、基質結合蛋白質以外の)オペロン構成要素

であると考えられるもの。



3.3.グループ2

グループ 2のオペロンのうち、Ecの 4つのオペロンは既に実験的に同定されたもの

であり、これらはいずれも糖輸送に関与している。このグループに属するATP結合蛋

白質をコードする遺伝子の周囲の保存性から、Ecはこれら以外にもさらに 4オペロン

をもっと考えられる。印にも、このグルーフに属する 3つのオペロンが存在する。}V!g

とMpには、各々 1つのこのグルーフのオペロンが存在する。Ecのb4229は非常に短い

(90残基)蛋白質で、今回の分類の関値を満たしていないが、配列類似性の面からみ

てこのグループに区分した。

オペロン内の遺伝子配置で最も多いのは、 5'端からJll員に、基質結合蛋白質、 ATP結合

蛋白質、膜蛋白質であるが、例外も存在する(例えば、 rbsオペロン(b3749)やb1513)。

このグループに属するATP結合蛋白質は、 2つのATP結合ドメインを持つ。既知のオ

ペロンとの構成要素の類似から考えて、このクルーフの機能未知のオペロンも、糖輸

送に関与していると推定される。

EcとHiの間で、 orthologousオペロンは非常に良く保存されている。 galactose輸送

系(b2149，HI0823)では 4遺伝子が、羽rlose輸送系(b3567，HI1110)では、 2遺伝子

(うち一つはsuspectedcoding region)の挿入(I-li)を挟んで 6遺伝子が、 ribose輸送

系(b3749，HI0502)では 6遺伝子が、それぞれ順序も含めて保存されている。従って、

これらのオペロンの起源は、Ecと日の分岐以前にあることが示唆される。こうした良

く保存されている遺伝子の中に、オペロンの発現を調節するリフレッサー遺伝子が含

まれている。このタイプのリプレッサーは、EcとHiのみに存在した。リプレッサー蛋

白質の認識するDNA配列も、EcとHiの問で保存されている。

3.4.グループ3

本グループに属するATP結合蛋白質を含むオペロンは、その隣にコードされている

膜蛋白質の配列類似性により、 7つのサブグループに分類される。

グループ3-1のATP結合蛋白質遺伝子に、ゲノム上で隣接している遺伝子の多くに

は、図 7に示す保存領域を持つ蛋白質がコードされている。保存領域のアミノ末端の

部位は、最初の膜貫通領域に相当すると考えられる。この他にも、 2番目から 3番目

のJl莫貫通領域を繋ぐルーフ部分と、カルボニル末端のアミノ酸配列が保存されている。

特にルーフ。領域のG-x[9J-F-x[10J-Gというモチーフは、非常に良く保存されている。

これは、新規のアミノ酸配列モチーフである。

さらに、機能が既にある程度知られているオペロンとの類似性を指摘しておく。Ec

中で、 ftsYEX(b3464，b3463， b3462)というオペロンが細胞分裂に関与することが知
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られている[Gillet a1.， 1986J。このうちftsEは、 ABC輸送系のATP結合蛋白質と配列

類似性を有している。そして前記の保存領域は、 ftsXも有す(図 7)。このことから、

このグループのオペロンの機能が、類似している可能性が示唆される。また、こうし

た保存領域が、 ftsXも含めた膜蛋白質、ひいてはオペロン全体の機能に重要な関りが

ある部位であると考えられる。

グループ3-2のオペロンでは、Ecと日の問で4つの蛋白質が、両ストランドにまた

がって保存されている。それらは、配列類似性から推定されるヒスチジノールホスファ

ターゼと、 ATP結合蛋白質、膜蛋白質、リボ蛋白質の4つである。EcとHiは、共にグ

ラム陰性菌であるにもかかわらず、このグルーフのオペロンの基質結合蛋白質は、 リ

ポ蛋白質であるのかもしれない。 1-Ipでは、 ATP結合蛋白質と膜蛋白質はゲノム上で隣

接している。しかし、これら以外の 2つの蛋白質は、EcとHiの様に集積してコードさ

れてはいない。グルーフ 3-2のオペロンのもう一つの特徴は、EcとHi両生物種で、 こ

のオペロンがrrnオペロンの隣にコードされていることである。これは、EcとHiの分岐

以前の名残であろう。また、グルーフ 3-3のうちの一つのオペロンとの関連も示唆さ

れる(後述)。このグルーフの機能は未知である。

グループ3-3のオペロンのうち、Ecの4オペロンの構成と機能とが、実験的に確か

められている。これらは、いずれも極性あるいは荷電アミノ酸の輸送を行うことが知

られている。その他の機能未知のオペロンのうちEcのb1917については、考察の項で

述べるように、べん毛の形成に関与しているととが予想される。

グループ3-3のオペロンでは、基質結合蛋白質、膜蛋白質、 ATP結合蛋白質の 3種

類の蛋白質が保存されている。グラム陰性菌 3生物種中に、全部で 9つのオペロンが

存在する。そのうち、 6オペロンで、膜蛋白質の重複が見られる。 Ssで、は、とのタイ

プのオペロンは形成されていない。

グラム陰性菌 3生物種中で保存されている、このグルーフの膜蛋白質のアミノ酸残基

の長さを比較すると、Ecのb3269とb3270(ともに368残基)だけが、長いことがわか

る(他はいずれも210から250残基)。また、この 2つの膜蛋白質は、グループ3-2

のオペロンに保存されている膜蛋白質と、配列類似性を示す。さらにこの 2つの蛋白

質とATP結合蛋白質(b3271)がコードされている領域の隣には、グループ 3-2のEcと

Hiのオペロンと同様、 rrnオペロンがコードされている。このことは、Ec内部での 2つ

のオペロンの遺伝子重複(基質結合蛋白質(b3268)をコードする遺伝子を加えた、 4遺

伝子(b3268-71)からなるオペロンとそれに隣接するrrnDオペロンと、グループ3-2

で述べたオペロンCb0197-b0200)とrrn1-Iオペロン)の跡を示すものかもしれない。

グループ3-4に属するPhnC(b4106)は、Ecに特有のオペロンのATP結合蛋白質で

ある。このオペロンは、 alkylphosphonateの輸送に関与することが明らかになってお

り、構成要素も、典型的なABC輸送系オペロンよりも多い[Makinoet a1.， 1991J。この
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ペリプラズム

内膜

ATP結合ドメイン 細胞質

530 540 550 560 570 
slr0594 LAAIAGISLIVGGIGVMNIMLVSVTERTQEIGLRKAL GEQDILS 
凶紅2 LTLVAVISLVVGGIGVMNIMLVSVTERTREIGI貼仏 RASDVLQ 
MJ150Z VVGVAAISLLVGAVGISNTMHMSILERRKDIGILKAL ETIDILA 
日l.O..Z9l LMGIGAISLLVAGIGIGNVMLMSVVERTIEIGVMRSI SKKDIII 
凶斗長 MGLLLSLIVAVAAFNIITSLGLMVMEKQGEVAILQT TPRQI 
HI1555 MGLLISLIIVVAISNIVTSLELMVVDKQGEIAILQT TKSQVRS 
凶斗主 MYLAMVLVIGVA仁FNIVSTLVMAVKDKSGDIAVLRTL KDGLlRA 
liIl5生S MY~MVLV!GVACFN!VsTL!MANKDKQGDIAIMRTL NNAFIKR 
HP0Z8Z LFIVLMLIILMASLNIISSLLMVVMNRRKEIALLFS SQKEIQK 
凶必三 SAMIGVLMVAAVFLVIGNSVRLSIFARRDSINVQKLI TDGFILR 

. . . . . . . * * * . . . . . . . .. . 

図7 b0879の構造と保存ルーフ部位のマルチフルアライメント

上記の10配列のマルチプルアライメントから推定されるb0879(ATP結合蛋白質

と膜蛋白質の融合蛋白質と考えられる)の構造を示す。マルチフルアライメントは、

CLUSTAL W[Thompson et al.， 1994Jを用いて作成した。名前に下線を引いた配列

は、 ATP結合蛋白質の隣にコードされていることを示す。アライメント上部の数字は

b0879のアミノ酸残基番号を示す。



オペロンには、後述するグルーフ 4-2に属するATP結合蛋白質も含まれている。

グループ3-5に属するオペロンは、Ecでは、分枝した側鎖を持つアミノ酸の輸送に

関与している。EcとMjで、基質結合蛋白質、膜蛋白質、 ATP結合蛋白質の 3種類の蛋

白質がオペロンを構成している。 Ssでは、こうしたオペロンの形成は見られない。こ

のグループの膜蛋白質は、糖輸送に関与するグループ2の膜蛋白質と配列類似性を示

す。

グループ 3-6に属するATP結合蛋白質をコードする遺伝子の隣には、EcとHpで

rpoN (RNAポリメラーゼシグマ(54)因子)がコードされている。このシグマ因子と配

列類似性の基準を満たす蛋白質は、今回解析に用いた 7生物種の内、EcとHpの2生物

種以外には存在しなかった。また、EcとHiでは5遺伝子が保存されている(図 8)。

この 5遺伝子の中には、 ABC輸送系以外の輸送システムの蛋白質であるptsN(b3204)

[Powell et a1.， 1995Jが存在する。 Ssでは、これら 5遺伝子の多くは存在しない。

グループ3-7のオペロンは、 7生物種中日pを除く 6生物種で、 3種類の蛋白質が保

存されている。遺伝子の順序も、重複等多少の変化はあるものの、 51端から基質結合蛋

白質、膜蛋白質、 ATP結合蛋白質の)11員で、生物種を越えて保存されている。このグルー

プのオペロンは、Ecでリン酸輸送に関与することが知られている[Surinet a1.， 1985J。

Ssは、このグルーフのオペロンを二組持つ。

Ecでリン酸輸送に関与する蛋白質と共にコードされている蛋白質PhoU(b3724)は、

輸送には直接関係しないが、膜周辺に存在し、細胞内のリン酸代謝を調節する [Surin

et a1.， 1985J。この蛋白質はEc以外では、 Mg (MG409)、Mp (C12_orf225)、Mj

(MJ1009)の3生物種で、やはり輸送系蛋白質と共にコードされている。 Mjには、これ

以外にももう一つ別の個所に、 PhoUと配列類似性を示す蛋白質(MJ1641)が存在する。

Ssにも、 PhoUと配列類似性を示す蛋白質(s1r0741)が存在するが、輸送系蛋白質の近

傍にコードされている訳ではない。

このグループのオペロンを持たないHpは、リン酸の摂取をどのように行っているの

であろうか? Hpには、別のタイフのリン酸輸送蛋白質(HP1491)が存在する。この

蛋白質と配列類似性を示す蛋白質は、Ecが2つ(b2987，b3493)、Hiが 1つ(HI1604)、

そしてMjも1つ(MJ0630)持っている。
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Ec 5' 

Hi 

図8 EcとHiで保存されている 5遺伝子のゲノム上での配置

ATP結合蛋白質を赤で示す。矢印は対応する遺伝子を、矢印に添えた

数字は、各遺伝子のコードするアミノ酸配列の同一残基率を示す。
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3.5.グループ4

本グループに属するATP結合蛋白質を含むオペロンは、その構成により、 2つのサ

ブグループに分類される。一つ(グループ 4-1)は、グループ内のオペロン構成が、

Mjの例外を除き、生物種を越えて良く保存されている。もう 1つ(グループ4-2)は、

前述したグルーフ 3-4に属するalky1phosphonateの輸送に関与するオペロンであり、

Ecのみに存在するものである。

グループ4-1のオペロンは、 ATP結合蛋白質を 2つ、あるいは 2つのATP結合ドメ

インが融合した蛋白質を持つ。このグルーフのオペロン内の典型的な遺伝子配置は、 5'

端から)11貢に、基質結合蛋白質、 2つの膜蛋白質、そしてATP結合蛋白質である。この

グループのオペロンは、これまで明らかになってきているペプチド輸送のオペロンに

類似している。Ecのb3479，b3480のみは、ニッケルの摂取に関与している [Navarro

et al.， 1993J。このグループに属するMjの2つのATP結合蛋白質(MJ1242，MJ1662)は、

オペロンを構成していないことおよび、 methylcoenzymeM還元酵素[Kuhneret a1.， 

1993Jとの高い配列類似性から、輸送蛋白質としては機能していないと考えられる。

Ecのみに存在する 3つのオペロン(b0829，b1483-84， b2180)には、上に述べた 3種

類の蛋白質以外にも保存されている蛋白質が 2種類存在する。一種類は、 b0833，

b1489， b2176の3蛋白質であり、もう一種類は、 b0834，b1490の2蛋白質である。こ

れら 5つの蛋白質は、共通したドメインを有し、それはCaulobactercrescentus (グ

ラム陰性菌 αsubdivision)のもつGGDEFドメインに類似している。このドメインは、

細菌のシグナル伝達への関与が示唆されている[Hechtand Newton， 1995J。

Ssのゲ、ノム中には、このグループのオペロンにコードされている基質結合蛋白質と

配列類似性を示すものが2つ(sl11699，slr1740)、膜蛋白質と示すものが4つ(s110312，

s111768， slr0324， s110833)、ATP結合蛋白質が 1つ(s111927)、各々存在している。しか

し、それらは別々にコードされており、上に述べたようなオペロンは形成されていな

い。 MgとMpには、このグルーフの基質結合蛋白質と配列類似性を示す蛋白質は存在

しない。

グループ4-2のATP結合蛋白質が含まれてオペロンは、 14遺伝子からなる [Makino

et al.， 1991J。このオペロンの構成遺伝子のうち、 phnGI-IIJMはEcに特有で、他の 6

生物種中には、配列類似性を示す蛋白質は見出せない。

3.6.グループ5

本グループに属するATP結合蛋白質を含むオペロンは、膜蛋白質の配列類似性によ

り、 3つのサブグルーフに分類される。
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グループ5-1のオペロンは、今回比較した 7生物種全てにわた って、少な くとも

ATP結合蛋白質と膜蛋白質を保存している。しかし、オペロ ン内での遺伝子の順序は、

一様ではない。このグルーフのオペロンは、Ecで、 主に鉄の複合体の輸送を担ってい

ることが知られている。Ecではこれらのオペロンは、これまで述べてきたように、 基

質結合蛋白質、膜蛋白質とATP結合蛋白質だけではなく、外膜に存在するレセプター

蛋白質等多くの他の要素を含む複雑な構成になっている [Ozenbergeret a1.， 1987; 

Shea and Mclntosh， 1991; I-Iunt et a1.， 1994Jo Ecのb1709は、ビタミンB12を輸送す

るオペロンbtuCEDを構成するATP結合蛋白質である。 Ssには、 2つの膜蛋白質

(slr1316， slr1317)、ATP結合蛋白質(slr1318)、そして基質結合蛋白質(slr1319)からな

ると推定されるオペロンが存在する。これに隣接して、Ecの外膜レセフターや、基質

結合蛋白質、 ATP結合蛋白質 (s1r1488，s1r1494 (いずれもグループ6))等を複数個ず

つ含む、非常に長い領域がある。この領域も、 一つのオペロンを形成するのかもしれ

ない。

今回の分類で、このグルーフに分類されたMgおよびMpのオペロンは、 Mycop1asma

hyorhinisで決定されたオペロン[Dudleret a1.， 1988Jに非常に良く類似している。こ

れらのオペロン中の膜蛋白質は、このグルーフの膜蛋白質と統計的に有意な類似を示

さない。しかし、 Mpの膜蛋白質(AO5 _ orf542)は、グルーフ 1-1の膜蛋白質HP0474

(Hp)と、 200アミノ酸残基以上にわたって約25%の同一残基率を示す。

グループ5-2のオペロンでは、 ATP結合蛋白質をコードする遺伝子の周囲に、基準

は満たさないものの、グルーフ 5-1の膜蛋白質と弱い配列類似性を示す膜蛋白質、お

よび、adhesion蛋白質が保存されている。このオペロン構成は、グラム陽性菌である

Streptococcus parasanguisのfimAlocus (GenBank accession no. M26130) に非

常に良く似ている。ただしEcでは、 adhesion蛋白質(b1857)は逆ストランドにコード

されている。Hiでは、このオペロンが 2つ存在し、各々の隣に細胞壁構築に関与する

遺伝子が配置されている。 Ssでもこのオペロンが 2つ存在し、そのうち lつはマンガ

ン輸送系であることが知られている[Bartsevichand Pakrasi， 1995J。これは、マンガ

ンとadhesion(接着)との関連が知られている [Baueret aJ.， 1993Jので、妥当な帰結

であろう。

グループ5-3のオペロンでは、 Sa1monellatyphimuriumのコバルト輸送遺伝子に

類似した遺伝子が保存されている。 Sa1monellaのコバラミン合成オペロンには、 5'端か

ら)11員にcbiMNQOというコバルト輸送遺伝子が存在する[Rothet a1.， 1993J。このうち、

cbiQは膜蛋白質をコードしており、 cbiOにATP結合蛋白質がコードされている。残り

の2つの遺伝子の機能等は不明である。 CbiQに相当する蛋白質は 5生物種、 8オペロ

ンで保存されている。 CbiNと有意な配列類似性を示す蛋白質はMJ1090一つであるが、

これがコードされているのとは別の 2つのオペロンで、 CbiMに相当する蛋白質
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(HI1621， MJ1569)とCbiQに相当する蛋白質(I-II1619，MJ1571)との問に膜蛋白質がコー

ドされている。 MgとMpでは、このグルーフのオペロンが重複しているが、これらの

非常に小さな遺伝子セットしか持たない生物種が全く同じ機能を有する輸送系を保存

しているとは考えずらいので、各々微妙に異なる役割を担っているのかもしれない。

このように配列類似性から、コバルト輸送系であると推定されるオペロンが、 5生物

種に保存されている訳であるが、他の 2生物種(EcとHp)に存在しない理由を考慮す

る。まず、コバルトを細胞内に摂取する理由として、コバラミンの合成が考えられる

[Roth et a1.， 1993J。コバラミン(ビタミンB12) は、コバルトを含む化合物で、ある種

の細菌により産出される。また、細菌の発育因子でもある。この化合物を合成できな

いEc[Rauxet a1.， 1996Jが、このグループのオペロンを持たず、ビタミンB12を輸送す

るオペロンを有しているのは妥当である。しかしこの理由だけでは、不都合な場合も

出てくる。なぜなら、このグルーフのオペロンを持つ 5生物種のうち、 Hi， Mg， Mpの

3生物種は、現在知られているコバラミン生合成遺伝子と類似性を示す遺伝子が乏し

いことから、コバラミンを合成能を欠く可能性が大きいからである。これらの持つオ

ペロンの基質はコバルト以外の物質なのであろうか? ただこの点に関しては、生物

種により、コバラミン合成経路は大きく異なる場合もあるという指摘[Rauxet a1.， 

1996Jもあることを付け加えておく。もし他のなんらかの理由で、コバルトの摂取を必

要とする場合、EcとHpはどうしているのか? 答えは、他の輸送系を使用することで

ある。実際、 ABC輸送系とは異なるファミリーに属する輸送蛋白質CorA(と配列類似

性を示す蛋白質)が、 MgとMpを除く 5生物種に存在する。 CorAは、コバルトとマン

ガンの輸送を司る[Smithet a1.， 1993J。

3.7.グループ6

このグループに属するATP結合蛋白質は、 Ecの細菌毒素(溶血素)分泌蛋白質であ

るhemolysinBや、補乳類の薬剤耐性蛋白質と配列類似性を示す。また、このグルー

プに属する蛋白質は、 ATP結合ドメインのアミノ端に、膜貫通ドメインが融合した構

造を持っている。このため各蛋白質の長さは、 550アミノ酸残基を越える。このグルー

プの膜貫通ドメインは、他のグループのオペロンの構成要素である膜蛋白質とは、配

列類似性を示さない。 Mjには、このグルーフのATP結合蛋白質は存在しない。

このグルーフのATP結合蛋白質が2つペアでコードされている場合が、 4生物種

(Ec， I-li， Mg， Mp)にわたり、 6つみられる。これらは、おそらくオペロンを形成し、

ヘテロダイマーとして機能単位を構成するのであろう。これらの構造に加えて、

b0886， b0887(Ec)と1-IIl156，1-IIl157(Hi)のオペロンでは、チオレドキシン還元酵素

trxB (b0888および1-IIl158)が保存されている。また、ともにEcのb0886，b0887と
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b0448， b0449の問では、転写因子(b0889および~0447)が保存されている。

EcのmsbA(b0914)とその両隣の遺伝子(b0913，b0915)は、日iでも保存されている。

これら 3遺伝子のうち 2遺伝子(b0914，b0915)は、細菌(Ec)に必須であることが知ら

れている[Karowand Georgopoulos， 1993J。このグループのうち、 4蛋白質

(b1496(Ec)， HI0036， HI1467(Hi)， sl10182(Ss)) がEcの抗菌ポリペプチドの摂取に関

与すると考えられているSbmA(b0377)蛋白質[Lavinaet a1.， 1986Jに類似したドメイン

を有している。

3.8.グループ7

このグループのオペロンに保存されている膜蛋白質は、 ABC-2型[Raizeret a1.， 

1992Jの膜蛋白質である。このグルーフに属するATP結合蛋白質をコードしている遺伝

子の近傍で、保存されている遺伝子を図 9に示す。 ATP結合蛋白質と膜蛋白質以外に

も保存されている要素がある(図中の黄色で示した遺伝子)。これらの遺伝子がコー

ドしている蛋白質は、細菌毒素(溶血素)分泌蛋白質である印yDと配列類似性を持つ。

Hpで、は、 ATP結合蛋白質(HP1220)とは離れたところに、膜蛋白質と印yD類似蛋白質

がまとまってコードされている(図 9) 0 Mjでは、 ATP結合蛋白質(MJ1023)の近傍に

は、今回比較した生物種の持つ膜蛋白質や日yD類似蛋白質と配列類似性を持つ蛋白質

は、コードされていない。しかし、 MJ1023の隣にあるMJ1024がコードしている蛋白

質は、枯草菌のNatB[Chenget a1.， 1997J (これはEcの膜蛋白質YadH(bO128)と配列

類似性を持つ)と配列類似性を有することを、 MJ1024の遺伝子産物がこのグループの

膜蛋白質である間接的な証拠として挙げておく。

3.9.グループ8

このグループに属するATP結合蛋白質をコードしている遺伝子の周辺の遺伝子には、

生物種内でも、生物種を越えても、顕著な保存性はみられない。これは、今まで見て

きたグループとは、明らかに傾向を異にするものである。このグループのATP結合蛋

白質は、 HI1342 (I-Ii)を除いて、全て530アミノ酸残基長を越え、 2つのATP結合ドメ

インを有する。また、このグループに分類したMJ0719(Mj)は、ヒトのリボヌクレアー

ゼLの阻害蛋白質[Bisbalet a1.， 1995Jと約50%もの同一残基率を示す。従ってMJ0719

は、輸送蛋白質というよりも、このヒトの蛋白質と同じであることが予想される。こ

れらの事実を総合すると、少なくともこのグループに属するATP結合蛋白質は、輸送

蛋白質ではない可能性が考えられる。ただし、真正細菌の持っこのグループのATP結

合蛋白質は、 MJ0719程ヒトのリボヌクレアーゼL阻害蛋白質と高い配列類似性を示さ
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図9 グループ7 CABC-2型)のオペロン構造。

黄色は、 HlyD類似遺伝子を示す。



ない(同一残基率は約25%)。

3.1 O.その他のグループ

グループ 9から 13までに属するATP結合蛋白質が、自分の属するグループ以外の

ATP結合蛋白質と300点以上のアライメントスコアを示すこと、また、同一残基率が

30%を越えることはほとんどない。まれに300点を越える場合があるが、その中でも

例外的に高い得点を示すのは、グルーフ 9のMJ0035(Mj)と、グループ 3-6の

b3201(Ec)の395点(同一残基率約34%)、一例のみである。

グループ9のオペロンに保存されている遺伝子には、他のグループ。にない特徴的な遺

伝子が2種類含まれている。そのうちの 1つである窒素固定遺伝子nifSは、 Ec(b1680)

とSs(slr0077)で保存されている。もう 1つは、 Ec(b1681，1683)， Ss(slr0074， 

slr0076)， Mj(MJ0034)で保存されている。この遺伝子がコードする蛋白質は、グラム

陽性菌であるMycobacteriumlepraeのもつintein，XheA[Smith et al.， 1997aJに類似

している。また、このXheAをコードする遺伝子付近の構成もグルーフ 9のオペロンに

酷似している。 M.lepraeゲ、ノム中で、xheA近傍にあるATP結合蛋白質とグループ9の

それとの同一残基率はそれぞれ、 47%(b1682)，49%(slr0075)， 35%(MJ0035)である。

とのオペロンは真正細菌、古細菌にまたがり、広く分布している。

グループ 10から 13のATP結合蛋白質は、比較的限られた生物種にのみ存在して

いる。グループ 10はチトクロム Cの成熟に関与するオペロン[Thony-Meyerat al.， 

1995Jで、その順序も含めて全部で 8遺伝子が、Ecと日iの問で保存されている。この

8遺伝子は、Ecでは、より大きなオペロンの一部である[Thony-Meyerat al.， 1995J。

グループ 11のオペロンは、それに含まれている膜蛋白質の配列類似性から、 ABC-2

型の輸送系オペロンの仲間であると考えられる。このグループのオペロンは、 Ssのみ

に存在する。グルーフ 12のATP結合蛋白質(HP0613)は、今回比較した 7生物種のも

つ、自分自身以外のどのATP結合蛋白質とも230点を越えるアライメントスコアを示さ

ない。この蛋白質の機能やオペロン構造の有無については、不明である。グループ 1

3のATP結合蛋白質(MJ0121)をコードする遺伝子の近傍の構造は、今回比較した生物

種の中では保存されている訳ではない。しかし、この遺伝子とその下流 2遺伝子の並

びが、同じく古細菌であるMethanobacteriumthermoautotrophicum[Smith et al.， 

1997bJでも保存されている。
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4.考察

4.1.オペロンの機能推定

ここでは、本研究の分類を通して得られた各グループの機能に関する新しい知見(表

2の該当箇所にアスタリスクを付記した)について主なものを纏める。さらに、グルー

プ3-3のEcの機能未知のオペロンとべん毛形成との関りについて述べる。

本研究で得られたABC輸送系オペロンの機能に関する知見は、大きく分けて次の 8点

である。

-グループ3-1のオペロンの構成要素に共通する配列上の保存領域および、モチーフ

の発見。またその保存領域および、モチーフが、Ecの細胞分裂に関与するオペロンの

構成要素にも存在することを発見。このグルーフのオペロンの細胞分裂への関与が示

唆される。

.Ecのグループ4-1のオペロンの構成要素に、シグナル伝達への関与が示唆されてい

るGGDEFドメインが保存されていることを発見。

-グループ5-2のオペロンのマンガン輸送系に対する類似を発見。またこれらのオペ

ロンの、細胞壁(再)構築/接着への関与に対する示唆。

-グループ5-3のオペロンの、コバルト輸送系に対する類似を示唆。

・ EcとHiのグルーフ 6のオペロンに、新規の構成要素を発見。

-グループ8のATP結合蛋白質が、輸送以外の機能を担うであろうことを示唆。

-グループ9のオペロンが、非常に独特な構成要素(intein)を持つこと、また、この種

のオペロンが、古細菌と真正細菌にわたって、さらに真正細菌の問でも広く存在する

ことを明らかにした。

-グループ 11のオペロンが、 ABC-2型のオペロンであることを明らかにした。(た

だし、このグループについては、同様の発見が同時期にReizerによりなされたことを

付記しておく。 PROSITE[Bairoch and Bucher， 1994J (PDOC00692)参照。)
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ケ『、、

Ecのべん毛形成とABC輸送系オペロンとの関り

Ecのべん毛遺伝子の発現には、 3つの制御構造の段階がある。このうち 3番目の段

階に当たる、 classIIIのべん毛遺伝子の転写に関与するシグマ因子日iA(b1922)を含む

オペロン日凶zyの存在が報告されている[Mytelkaand Chamberlin， 1996J。このうち、

印Y(b1920)には、 ABC輸送系の基質結合蛋白質に類似した蛋白質がコードされている。

四Y(b1920)の遺伝子産物は、グループ 3-3オペロンの基質結合蛋白質と明らかな配

列類似性を示す。さらに、日iY近傍の遺伝子の並びが、グラム陰性菌 3種(Ec，Hi， Hp) 

で保存されている。つまり、Ecでは、日Y、その下流 1つおいて膜蛋白質(b1918)、そ

してATP結合蛋白質(b1917)、日iでも5'端から順に、基質結合蛋白質(I-II1080)、膜蛋白

質(HI1079)、そしてATP結合蛋白質(HII078)、Hpでは、 5'端から)11貢に、基質結合蛋白

質(HP0940)、膜蛋白質(HP0939)、の並びが保存されている。そして、これらの蛋白

質は、該当するもの同士、互いにorthologous関係にある。

また、これまで 3章で見てきたように、あるいは次の 4.2.節でも述べるように、

ABC輸送系の遺伝子群は、各生物種のゲノム上で強固に集積し、オペロンを形成し、

その構成要素が一つの機能単位となる場合が非常に多く見られる。

以上の事実から、この日Y(b1920)の遺伝子産物が、その近傍にコードされている膜

蛋白質(b1918)、および'ATP結合蛋白質(b1917)と機能単位を形成し、 ABCタイプの輸

送に関与するであろうことが示唆される。また、 n凶zyのオペロンも実は、 5'端の日しえ

(b1922)から、 3'端のATP結合蛋白質(b1917)までで、構成されるのであろう。

4.2. 7生物種におけるオペロンの保存性

表 3に纏めたように、今回比較を行った 7生物種のうち、 Ssを除く 6生物種のゲノ

ム上では、 ABC輸送系の遺伝子群は非常に強固に集積し、オペロンを形成している。

これは、真正細菌ではortholog遺伝子のゲ、ノム上での配置は専らシャツフルされてい

るというTatusovら[1996Jあるいは、 Watanabeら[1997Jの結果とは非常に対照的であ

る。このことは、 MushegianとKoonin[1996Jが示唆したように、機能単位としてサ

ブユニット構造をもっ遺伝子群には、その遺伝子がゲノム上で離散しないような淘汰

圧の存在を示すのかもしれない。本研究では、古細菌(問)ゲノムでも、 ABC輸送系の

遺伝子群はオペロン構造を持つであろうことが示された。

これに対してSsでは、他の 6生物種程ABC輸送系のオペロン構造の保存が見られな

かった。表 3に示したように、 ATP結合蛋白質と膜蛋白質が融合しているグループ 6

と、オペロンを形成しないグルーフ 8に属するATP結合蛋白質を除いても、 21個の

ABC輸送系オペロンを形成しないであろうATP結合蛋白質が、 Ssには存在する。これ
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は、個数の面から見ても、各生物種の持つATP結合蛋白質数との割合で考えても、明

らかに他の 6生物種とは異なる傾向を示す数字である。 Ssのこうした傾向に関する考

察は、次節4.3.で詳述する。

Ss以外の生物種に目を向けると、グルーフ 6と8に属するATP結合蛋白質を除いて

もABC輸送系オペロンを形成しないであろうATP結合蛋白質が、 4生物種(Hp，Mg， 

Mp，l叫j)に存在する。こういった蛋白質のうち、 I-Ipの1個(HP1220)は、グループ7の

節 (3.8.) で述べた膜蛋白質とHlyD類似蛋白質と、レギュロンを構成するのかもし

れない。 Mpの4個のうちのー蛋白質、 F10_orf326(グルーフ 7)は、他の生物種と

の比較から、 ABC輸送系様のオペロンを形成するであろうことが示唆されている

[I-Iimmelreich et al.， 1996J。グループ 3-1に、 2個と 3個の「オペロンを形成しないJ

ATP結合蛋白質が、各々MgとMpに存在する。この蛋白質をコードしている遺伝子の

隣接遺伝子産物は、ごくごく弱い配列類似性を示すので、これらがオペロンを形成す

るか否かは、さらなる解析を待ちたい。 Mjの2個は、グルーフ 4の節 (3.5 .)で述べ

たmethylcoenzymeM還元酵素と推定される蛋白質である。

本研究では、 ABC輸送系(および類似)オペロンを 25のグループ(サブグループ

も含めて)に分類した。このうち、 7生物種全体に存在しているのは、グループ 1-1 

と5-1の二グループのみである。しかし、グラム陰性菌、グラム陽性菌、シアノバク

テリア、古細菌という分類で見ると、これら 4種にまたがって存在しているオペロン

は、前記の 2っとグルーフ 3-7、グルーフ 5-3の四グルーフである。また、グラム

陰性菌、陽性菌のうちいずれかと、シアノバクテリア、古細菌にまたがって存在して

いるオペロンは、六グルーフ (1-1、 1-2、3-7、5-1、 5-3、9)ある。さら

に、真正細菌と古細菌という分類で見ると、これら生物界の 2ドメインにまたがって

存在しているオペロンは、前記の 6グルーフとグルーフ 3-1， 3-5、7の九つであ

る。これらのオペロンは、細胞を維持していく上で非常に重要な系なのであろう。

最近その全ゲノム配列が明らかにされた枯草菌[Kunstet al.， 1997Jとも比較を行う

と、生物種を越えて保存されているオペロン数は増えるかもしれない。枯草菌のゲノ

ムサイズは、同じグラム陽性菌に属するMgとMpよりも大きく、遺伝子数も&に匹敵

する。
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表 3.各生物種のもつABC輸送系オペロンの数

生物種 Gram-negati ve bacteria Gram-positive Cyano-Archaea 
bacteria bacteria 

Ec Hi Hp Mg 恥1p Ss Mj 

オペロンを形成している 72 32 11 13 13 21 14 

ATP結合蛋白質の数

オペロン数 61 30 10 9 9 18 14 

オペロンを形成していな 6 7 7 3 4 33 3 

いATP結合蛋白質の数

オペロンを形成していな 。。 3 2 4 21 2 

いATP結合蛋白質の数(ク

ループ6と8を除く)



4 . 3 . SynechocystisにおけるABC輸送系遺伝子の特徴

前節4.2.で述べたように、今回比較した 7生物種の中では、 Ssのゲ、ノムでのみABC

輸送系オペロンの強固な保持が見られない。この点に関していくつかの考察を述べる。

Ssのゲ、ノム上で、 ABC輸送系オペロンを形成しないATP結合蛋白質をコードする遺

伝子の周辺に、新規に保存されている遺伝子がないか傑索した結果、 sll0488とsll0913

が、各々グルーフ 7(sll0489)とグルーフ 8(sll0912)の遺伝子の隣にコードされている

ことが判明した。これらの遺伝子産物は、約200アミノ酸残基長で、今回比較した 7生

物種の中では、 Ssのみにみられる。これらの遺伝子産物に配列類似性蛋白質は、前述

の2つ以外に18個Ss中に存在し、しかも、そのうち 2個 (sll0740，slr0981)が、各々

グループ 1-1 (sll0739)とグループ 11 (slr0982)のABC輸送系オペロン近傍にコードさ

fべ れている。これらの蛋白質は、輸送に関与しているのであろうか? あるいはSsに特

有の新規な機能を担うのであろうか?

上記の例以外に、 Ssに特有の精成のオペロンがなければ、 Ssはレギュロンにより

ABC輸送系蛋白質の発現を制御している可能性が示唆される。なぜなら、結果の章で

も触れているように、 ABC輸送系オペロンの構成要素、つまりATP結合蛋白質以外に

も、同じグループの膜蛋白質や基質結合蛋白質を、そのゲノム上に保持しているから

である。ただしこれをさらに確かめるには、そうした膜蛋白質や基質結合蛋白質をコー

ドする遺伝子周辺についても、新規なオペロンの有無を調査する必要があろう。

もう一つSsのABC輸送系蛋白質の発現に関して特徴的なこととして、 ABC輸送系蛋

白質の融合が挙げられる。 TamとSaierのレビュー[Tamand Saier， 1993Jによれば、そ

れまで基質結合蛋白質とABC輸送オペロンの他の要素との融合蛋白質は発見されてい

なかった。しかし、 Ssで、は、基質結合蛋白質と膜蛋白質との融合蛋白質(sll1270)や基

質結合蛋白質とATP結合蛋白質との融合蛋白質(sll1452，slr0043)が存在する。他にも

膜蛋白質とATP結合蛋白質との融合蛋白質が幾っか存在する。

4.4.既存の分類、との比較

これまで、 ABC輸送系のA1'P結合蛋白質、あるいはこれに類似した蛋白質の、アミ

ノ酸配列類似性に基づく分類が、 ABC輸送系オペロンの分類にも非常に良く結びつく

ことを示してきた。典型的なABC輸送系オペロンの構成要素は、 ATP結合蛋白質の他

に、膜蛋白質と基質結合蛋白質がある。ここでは、本研究の分類結果を、既に発表さ

れている膜蛋白質と基質結合蛋白質の分類と比較し、本研究の結果が妥当であること

を示す。さらに、この輸送系オペロンの祖先型についても考察する。

比較に用いた分類は、膜蛋白質についてが 1件[Saurinand Dassa， 1994J、基質結合
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蛋白質についてが 2件[Tamand Sa1er， 1993; Murzin et al.， 1995Jである。I¥1urzin等

は、立体構造既知の蛋白質について、その構造類似性に基づく分類を、 SCOPというデー

タベースとして公開している(http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/ scop/)。

図10に本研究の分類結果と他の 3件の分類とを併せて示す。この図から明らかな様

に、本研究の分類結果は、これら 3件の分類とほとんどの場合良い一致を示す。図10

中の、 A，B，Fのクラスターは、膜蛋白質を関値E< 0.001で、最短距離法を用いて分類

した時に、新しく形成されるクラスターである。この新たな分類も、 3. 1 .で述べた

7生物種のATP結合蛋白質全体でのクラスター分析の結果と、概して良い一致を示すD

本研究での分類のうち、グルーフ 3のオペロンのみが、やや不一致な、モザイク的オ

ペロン構成を示す。しかしこれは、 ATP結合蛋白質全体でのクラスター分析の結果か

ら考えても、本研究の分類が特に誤っているという訳ではない。グループ3のATP結

合蛋白質は、相当早い時期にA，B，Cの3種類のオペロンを形成したのかもしれない

(次節 4.5.参照)。

SCOPでは、 ABC輸送系の基質結合蛋白質の立体構造は、 IとIIという 2つのタイプの

foldに大別されている。この分類もまた、非常に良い一致を示す。図10中のクラスター

Aに属するオペロンのうち、グルーフ 1-1、 3-3、 3-7、4-1のオペロンの基質結

合蛋白質の立体構造が明らかになっており、それらはいずれもIIタイフのfoldに属して

いる。また、クラスターBに属するオペロンの、グルーフ 2と3-5、両方の基質結合

蛋白質の立体構造が明らかになっており、それらはいずれもIタイフのfold仁属してい

ることが知られている。

以上の事実を踏まえて整理統合された、図10中のクラスターAからGまでの 7タイプ

が、 ABC輸送系、もしくはそれに類似したオペロンの祖先型として考えられる。ただ

し、この 7クラスター以外のグルーフについては、存在する生物種が限られているこ

とから、祖先型か否かの判断は保留しである。

話を再び、基質結合蛋白質に戻す。クラスターAのグループ 1-2、および 3-2のオペ

ロンの基質結合蛋白質の立体構造は、まだ明らかにされてはいないが、上述した事実

から、 IIタイフのfoldを持つ可能性が示唆される。ただし、クルーフ 3-2のオペロン

に保存されているリボ蛋白質が、基質結合蛋白質であるかどうかはまだ検討の余地が

ある。

図10中のクラスターで、 AとB以外に基質結合蛋白質を持つクラスターに、 D (グルー

プ5-1)があるが、 このグループの基質結合蛋白質はIタイプあるいはIIタイプ以外の

立体構造をとるのだろうか? 手掛かりは、一つある。このグルーフのEcのオペロン

の基質結合蛋白質BtuE(b1710)は、その明らかな配列類似性から、既に立体構造が判

明している牛のグルタチオンペルオキシダーゼに似た立体構造をとると考えられる。

グルタチオンペルオキシダーゼは、前述のIタイフあるいはIIタイフ。のfoldとは異なる
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立体構造である。この構造こそが、クラスターDの基質結合蛋白質の立体構造である可

能性もある。しかし、これには次の 2点から、検討の余地があることを付記しておく。

まず、この蛋白質BtuEは、輸送には必須ではない[Riouxand K_adner， 1989J。次に、

この蛋白質は、クラスターDの他の基質結合蛋白質と十分な配列類似性を示さない。

Tam and Saierによる分類のうち、 cluster7の基質結合蛋白質[Shawet aJ.， 1991Jは、

ABC輸送系オペロンを構成していない。しかし、この種の基質結合蛋白質をコードす

る遺伝子の周辺には、 ABC輸送系とは全く別の種類の遺伝子がEcとHiで保存されてい

る(図11)。基質結合蛋白質は、化学受容器として機能することも知られている [Tam

and Saier， 1993Jので、これらの遺伝子はそういった機能に関係しているのかもしれな

い。
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4.5.ABC輸送系オペロンの進化

大局的に眺めると、真正細菌ゲノムでは、異なる生物種間で、 orthologous遺伝子の

配置は保存されていない[Tatusovet a1.， 1996; Watanabe et a1.， 1997J。しかしこれと

は対照的に、局所的にみると、 4.2.節でも述べたように、今回比較を行った 7生物種

のうちSsを除く 6生物種のゲノム上では、 ABC輸送系の遺伝子群は非常に強固に集積

し、しばしばortholog遺伝子の配置もそのまま保存され、オペロンを形成している。

また基本的に、 ABC輸送系のATP結合蛋白質、あるいはこれに類似した蛋白質の、

アミノ酸配列類似性に基づく本研究での分類が、 ABC輸送系オペロンの分類にも非常

に良く結びつくことを示してきた。つまり、オペロンを形成している要素(典型的に

は、 ATP結合蛋白質、膜蛋白質、基質結合蛋白質の 3つ)の分類に、相関が見られる

ということである。

以上の事実は、 ABCl輸送系オペロンが、一つの遺伝単位として進化してきたであろ

うことを、強く示唆する。

4.2.節で述べたように、異なる 9種類のABC輸送系オペロンが、細菌と古細菌とい

う生物界の 2ドメインにまたがって、現存する生物のゲノム上に保存されている。保

存されている理由には、もちろんこれらのオペロンが、細胞を維持していく上で非常

に重要な系であるという理由もあろう。それに加えて、こうした種類の異なるオペロ

ンが、進化上非常に離れた細菌と古細菌にわたり存在するということは、この生物界

の2ドメイン分岐以前に、既にこの 9種類のABC輸送系オペロンが形成されていた可

能性がきわめて高いということを示すと考えられる。こう考えると、これらが細胞を

維持していく上で必須の存在であったからこそ、細菌と古細菌の分岐以前の共通祖先

の生物が、既にこの 9種類のオペロンを持っていたと考えられる。

これら 9種類のオペロンを、図10と比較するとさらに興味深い可能性が示される。

図10では、オペロン構成要素の配列・立体構造類似性から、 ABC輸送系オペロンの祖

先型をAからGの7種類に分類、した訳であるが、これによると、真正細菌と古細菌の分

岐以前の共通祖先の生物の時点で、クラスターAは他のグルーフに比べて良いアミノ酸

配列保存度を有しているにもかかわらず、既に 3種(1 -1、 1-2、3-7) に分岐し

ていたことになる。これは、現存する生物でのこのクラスターの驚く程の機能の多様

化から考えても、妥当な結果と思える。とのクラスターは、配列を保存しながら、様々

な機能を獲得して行く遺伝単位の好例であろう。クラスターAのオペロンの起源は相当

古いのかもしれない。

その他の祖先型オペロンは、クラスターBCDFGから各々 1グルーフずっと、グルー

プ5-3オペロンが保持されていることになる。 (ただしグループ5-3オペロンは、

本研究の結果(ATPに結合蛋白質による分類に)従えば、クラスターDの一員であるが、
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オペロンの他の構成要素が、クラスターDのそれと配列類似性を示さないので祖先型D

に含まれるか否かの判断は保留しである。)これは、図10の分類が妥当なものである

ことを裏付ける。クラスターEのオペロンは、古細菌(Mj)には存在しないが、日南乳類、に

明らかな類似蛋白質が存在する (3.7.参照)ので、おそらく、真正細菌と古細菌の分

岐以前の共通祖先にも存在したであろう。また、グルーフ 8の蛋白質は、輸送以外の

機能を持ちオペロンを形成しないと推定されるが、真正細菌にも古細菌(および真核

生物 (3.9.参照))にも存在する。従って、この蛋白質も共通祖先には既に存在した

と考えられる。

以上をまとめると、真正細菌と古細菌(さらには真核生物)の分岐以前の共通祖先は、

3つに分岐したクラスターAのオペロンとBからGのオペロンを 1つずつ、既に有して

いたと考えられる。

fべ 最後に、種内でのオペロンの重複について述べる。本研究の結果に従えば、Ecにお

ける多量の輸送系遺伝子の存在[Tatusovet a1.， 1996; Blattner et a1.， 1997Jは、 ABC

輸送系に関する限り、冗長性というよりはむしろ、多様な基質に対する特異性の獲得

を反映していると考えられる。これは、表 2より明らかである。
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5.結論

全ゲノム配列が明らかにされた 7生物種中に存在するABC輸送系のATP結合蛋白質

および類似蛋白質の分類を、そのアミノ酸配列の類似性および、orthologous関係に基づ

いて行った。そしてこの分類が、その蛋白質が含まれるであろうオペロンの構造に非

常に良い結びつきがあることを示した。またこの分類は、オペロンの機能についても、

ある程度の良い分類となっている。これは、 orthologous関係を考慮した本研究の分類

法が、非常に有効なものであることを示す。

今回、分類されたABC輸送系のATP結合蛋白質をコードしている遺伝子の近傍の遺

伝子の保存性を、 orthologous関係だけでなくparalogous関係についても解析するこ

とにより、新規のオペロン構成要素を発見した。また今回の解析を通して、 4.1.で纏

めた 8点について、各オペロンの機能を推定することができた。さらに、EcでのABC

輸送系オペロンとべん毛遺伝子の発現制御との関連について示すことができた。こう

した本研究のオペロン探索手法は、これから益々さかんになっていくであろうゲノム

配列の解析に、ーづの有効な方途を示したと言えるであろう。

真正細菌の進化を通して、 orthologous遺伝子のゲノム上での配置は専らシャツフル

されているという報告[Tatusovet a1.， 1996; Watanabe et a1.， 1997Jとは対照的に、

ABC輸送系の遺伝子群は一般に非常に強固に集積し、オペロンを形成している。また

上にも述べたように、オペロン要素(典型的には、 ATP結合蛋白質、膜蛋白質、基質

結合蛋白質の 3つ)の分類の聞に、非常に良い相関が見られることからも、 ABC輸送

系の遺伝子群は、オペロンを遺伝単位として進化してきたであろうことが示唆される。

さらに、今回の解析および他のグルーフの膜蛋白質や基質結合蛋白質の分類結果との

比較から、真正細菌と古細菌の分岐以前の共通祖先は、 3つに分岐したクラスターAの

オペロンとBからGのオペロンを 1つずつ、既に有していたと考えられる。また、 ABC

輸送系オペロンの祖先型、 7種類を提案した。

現在、続々と異なる生物種のゲノム配列が明らかになりつつある。本研究の成果は、

こうした配列を用いて比較解析を行う生物種を増すことにより、さらに確かめること

が重要であるし、また、より確かなものになると考えられる。

本研究で得られたオペロンの機能に関する新たな知見は、今後、我々の研究室で構築

しているKEGGデータベース(http://w羽rw.genome .ad .jp /kegg /)を通して公開され

る予定である。
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