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バクテ リアゲ ノムにおける複製開始地点

の コ ン ピュー タ解 析

慶応義塾大学環境情報学部冨田研究会

坂井 寛章

Abstract

生物のDNAは アデニン(A)、 チ ミン(T)、 グアニ ン(G)、 シ トシン(C)の4つ の塩基の

文字列で表す ことがで きる。生物 は次世代 に遺伝情報を伝 えるためにDNAの 複製を行 う。バ

クテリアのDNAは 環状 であ り、複製はある特定のポイント(複 製 開始地点)か ら両方向 に進

む。EscherichiacoliK。12(大 腸菌)[1]に おいては、DNAの 複製開始地点 を境 に塩基配列 に大

きな偏 りがあ り、グ アニンとシ トシンの偏 りであることか らGCskewと 言われている。 この

GCskewに ついて調べることでDNAの 複製開始地点を予測することが出来ないかと考 え、大

腸菌 を含め、11種 類のバ クテ リアについて様 々な方法でGCskewの 解析 を行 なった。その

結果、多 くのバ クテ リアで大腸菌 と同 じようなGCskewの 傾向が見 られることが分か り、複

製開始地点 を推測す ることが出来た。

生物がタンパ ク質 を作 り出す には、まず タンパ ク質の設計図である遺伝子が読み込 まれな

ければならない。 これを転写 という。遺伝子は一本の塩基配列であるので一方の端か ら他方

の端に向か って転写 され る。バ クテ リアにおいては複製 と転写の方 向は一致する傾向が強い

ことか ら、遺伝子の向 きの偏 りを調べることで複製開始地点を推測す ることを試 みた。その

結果、GCskewの 傾向が見 られ るバ クテリア全 てについて遺伝子 の向 きに も同 じような偏 り

が見 られ、その傾向がGCskewと 対応 していることが分かった。

共同研究者 政策 ・メデ ィア研究科

指導教官 環境情報学部

鷲尾 尊規
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1は じめに

生物が生 きてい くのに必要な情報 の1セ ットをゲ ノム と呼ぶ。ゲ ノムはDNAに 遺伝情報 と して保存

されている。DNAは1回 の細胞周期の間に一度だけ複製を行い、娘細胞 に自分 と全 く同 じ情報 を伝 えて

い く。複製は必ずDNA中 の特定のポイン ト(origin)か ら始 まることが分かってお り、既 に複製開始地点

が分 かっている種 も多 く存在する。複製が開始 されるためには、複製開始点にはた らくさまざまな複製調

節因子が必要だが、それ らの因子が どの ようにして開始点 を見分けているのかとい うことはまだはっきり

していない。

最近の研究 によって、バ クテ リアの複製開始点 において、そのDNA配 列 にある傾 向があることが分

かった。それがGCskewで ある。GCskewと は、DNA配 列 中のシ トシンとグアニンの含有量の偏 りのこ

とで、あるウィンドウ幅を設けてDNA配 列中のC含 有量、G含 有量 を計算 し、(C-G)/(C+G)の 値 を求

ることによって得 られる。GCskewの 傾向 を見 ることによって、11種 のバ クテ リアのゲ ノムについて複

製開始地点の推測を行 なった。

また、バ クテ リアにおいては複製の方向 と遺伝子の向 きが同 じである傾向が強いことが知 られている

ので 、遺伝子の向 きを解析することによって複製 開始地点 を探 ることも試みた。

2バ クテ リア におけるGCskewに つ いて

EscherichiacoliK・-12、HaemophilusinfluenzaeRd[21、Bacillussubtilisl3]の3つ のバ クテ リアにお

いては、GCskewの 値がプラスか らマ イナスへ大 きくシフ トするポイン トが見つかってお り、これが複製

開始地点ではないか と言われている[4]。 一方GCskewの 値がマイナスか らプラスヘシフ トするポ イン ト

は複製終結地点であると推測 されている[4】。この3つ のバ クテ リアを含 め、現在DNA全 配列が分かっ

ている11種 類のバ クテ リアについてGCkewを 求め、同 じような傾向が他の種 について も現 れるのか ど

うか調べてみることにした。

2.1方 法

GCskewの 値 は、C含 有量の方が多い場合はプ ラスとな り、G含 有量の方が多い場合はマ イナス とな

る。このようにして、各 ウィンドウにおけ るGCskewの 値 をグラフにプロットしてい くことによって、G

含有量 とC含 有量の偏 り具合 を分 か りやす く表示 しよ うとい うものである。

ウィンドウ幅は、全ての種 において10kbpに 設定 し、重な りの ない ように移動 してGCskewを 求め

た。 しか し、ゲ ノムサ イズの比較 的小 さい、Methanobacteriumthermoautotrophicum[5】 、Mycoplasma

genitaliuml6]、Mycoplasmapneumoniae【9]の3種 については、変化 を細か く見 るため にウ ィンドウを1

kbpず つ移動 し、ウィンドウに重 な りを持たせた。

解析 に用いたバ クテ リアのデータは以下の通 りであ る。
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Genome 分類 塩基数(bp)G十C('Z)

Bacillussubtilis

Bo7r【eliaゐurgdorferi

E5cんe幅cゐiacoあK-12

2吻copZα5π ↓αgeη 蜘lium

Mycoplasmapneumoniae

翫eπ ≧OP履 螂influenzaeRd

Helicobacterpylori

SynecんocyctiSsp.

Archaeoglob2LS.f㏄lgidus

1レfεtんαηOCOCC粥 ゴαππα5Cんii

Methanoゐ αCオe蜘m¢ んe禰0α 吻 加OPん 蜘m

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

古細菌

古細菌

古細菌

4214814

910725

4638858

580073

816394

1830140

1667877

3573470

2178400

1664977

1751377

43.52

28.60

50.78

31.69

40.01

38.15

38.87

47.72

48.58

31.42

49.54

2.2結 果 ・考 察

E.coliK-12、B.subtilis、Borreliaburgdorfem'[10]に つ い て 、はっ き りとGCskewに シ フ トポ イン トが

見 られ る 。

これ ら3種 のバ クテ リア につ い て は、J.R.Lobry、Ogasawara、Fraserら の 研 究 に よ り既 にGCskew

の 解 析 が行 なわ れて お り、同様 の 結果 が 出 てい る 囚[7】【8]【10}。
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H.pylori、H.influenzαeRd、M.genitalium、M.pneumoniαeに 関 して は、 シ フ トポ イ ン トが はっ き り

しないが全 体 的 にGCskewの 傾 向 が見 られ る。 出力 結果 は次 項 を参 照 。
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Helicobacterpylon'【11】 に 関 して は複 製 開始地 点 は まだ特 定 されてい な い。グ ラフのほ ぼ 中央750kb～

800kb(グ ラ フ 中で は75～80)に か け て は っき り とは しな い ものの シ フ トして い る よ うな ポ イン トが 見 ら

れ る。マ イナ スか らプ ラスへの シ フ トで ある こ とか ら、他 の種 の結果 を考 え る とこの辺 りに複 製終 結 地点

が あ る可 能性 が あ る。Mycoplasmαgenitaliumで も200kbよ りや や 上流 にマ イナ ス か らプ ラスへ の シ フ

トが見 られ る。 このポ イン トも複製 終 結地 点 で あ る可 能性 が あ る。H.influenzaeRdのGCskewに 関 して

は 、Fleischmannら の 研 究 に よ り600kb(グ ラ フ 中で は60)と1500kb(グ ラ フ中で は150)の 近 辺 にそれ ぞ

れ複 製 開始 点 と終 結 点 が ある とい う こ とが既 に分 か ってい る 図 。

真 正細菌 であ るSynechocyctisspと 、3種 の古細菌Archaeoglobus.fulgidus[12]JMethanococcus7'annaschii[141、

MethanobacteriumthermoautotTophicumに つ い ては 、 シフ トポ イン トは見 られ なか った 。出力 結果 は次

項 を参 照 。
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3CDS領 域 内、外でのGCskewの 傾 向

多 くの種 にっいて、複製開始地点を境にDNA配 列に大きな偏 りがあることが分かったが、それ がゲ

ノム中の どういった箇所 に偏 っているのか とい うことは分か らない。そ こで、全ての種 について、遺伝子

をコー ドしてい るCDS領 域 内とCDS領 域外 についてGCskewの 傾向を見ることで、全DNA配 列 の時

と変化 があるかどうか調べた。

3.1結 果

全DNA配 列でGCskewに 顕著な傾向が見られたE.coli、B.subtilis、B.burgdorfem'に ついては、CDS

領域内、外共にGCskewの 顕著な傾向が見 られた。この ことか ら、GCskewが 遺伝子内のア ミノ酸 のコ

ドンバイアスだけでな くゲ ノム全体 としてバイアスがかかっているとい うことが考え られ る。結果は次項

を参照。
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H.influeniαeで は、CDS領 域 外 で調 べた 時 に顕著 なシ フ トポ イン トが2箇 所で 見 られ た。H.pyloriは 、

CDS領 域 内 、外 共 には っ き りと した傾 向 は見 られ な か った 。 しか しグ ラ フの形 か ら、GCskewの 傾 向が

ない わけ で はな い と思 われ る。結 果 は次 項 を参 照 。



バ クテ リアゲ ノムにおける複製 開始地点の コンピュー タ解析7

HaemophilZLSinfluenzaeRd

8
鴨
.8

q■1,鳥蜀

incodingsequences

windowsize10kb,non-overlappingmoving

8

の
.8

・

◎い.■お

noncodingsequences

willdowsize10kb,steplkb

HとZ¢CO6αCオe7・P31ZO而

{
8

6
"

◎顔1.」廻

incodingsequences

windowsize10kb,non-overlappingmoving

(8

6
の
亡

噌昌1,属乃

noncodingsequences

windowsize5kb,stepO.5kb

M.genitalium、M.pneumoniαeに つい て は、CDS領 域 内 につい て調べ た 時 には っき りとは しない が傾

向が 見 られ る。一方CDS領 域 外 にお いて はGCskewの 傾 向は全 く見 られ なか った 。

全DNA配 列 にお いて はGCskewの 現 れ な か ったSynechocycttSsp.、A.fulgidus、M卿 π磁8c筋 に つ

いて は 、CDS領 域 内 、外 で もGCskewの 傾 向 は見 られ な か った 。ただ 、M.thermoαutotrophicumに っ い

て は、CDS領 域 外 でGCskewに2箇 所 シ フ トポ イン トが見 られ た 。結 果 は次 項 を参 照 。
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4遺 伝子の向きによる複製開始地点の推測

バクテリアのゲノムは複製開始地点から両方向に複製が進むことが知 られている。また、ゲノム中の

遺伝子の向きは複製の方向と同じである傾向が強いということも分かっている。このことを利用して、遺

伝子の向きから複製開始地点を推測できないかと考えた。

4.1方 法

まず、コンプ リー トゲノム内のORFを 探 し、complementと そ うでないものに分類 した。そ して 、

complementを 「left」、そ うでないものを 「right」とし、GCskewと 同様に、(left-right)/(left+right)の

値を計算 しグ ラフにプ ロットした。この方法に より、式の値はcomplementの 遺伝子 が多い領域ではプラ

スとな り、逆にcomplementの 遺伝子 の方が少ない領域ではマ イナス となる。っま り、プラスか らマ イナ

スヘシフ トするポ イン トがあった場合 、そのポイン トか ら遺伝子の向きが外側へ向かって逆方 向にな ると

い うことであ り、そ こはすなわち複製開始地点で あると推測できる。

4.2結 果

E.coliK12、B.subtilis、B。burgdorfen'に ついては、Brewer、French、Ogasawara、Fraserら の研究 に

より、複製 と転写の方 向が一致する傾 向が強いことが知 られている[16]【17胴[101。

グ ラフを見て も分か るように、はっき りとシフ トポイン トが見 られる。しか もGCskewに よる解析で

のシフ トポ イン トと位 置的に対応 している。遺伝子の向きに関 しては、個数で計算 しているためにゲ ノム

中での位置は特定す るのが難 しいが、コンプ リー トゲ ノムの配列においては遺伝子の並びは塩基数 に沿っ

ているので 、相対的にな位置関係 を読み とることは可能である。結果 は次項 を参照 。
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M.genitaliumとM.pneumoniaeに ついては、はっき りとシフ トポイン トが見 られ るが、前の3つ のバ

クテ リアと違 うのは、GCskewで の解析結果ではシフ トポイン トがはっき りしなか った とい うことであ

る。 しか し、両者 を見比べてみると、目測ではあるが確かに位 置関係が対応 しているようである。2種 の

Mycoplasmα の遺伝子の向きに関する考察は論文でも発表 されている[15]。GCskewで はっき りと傾向が

現れなかった理由 としては、ゲノム中に散在す るリピー ト領域において リコンビネー ションを起こしてい

るためにGCskewが 平均化 されてい るとい うことが考え られ る。

H.influenzaeRdに 関 しては、GCskewの 結果はJ.R.Lobryら の解析の結果[4]と 一致 したのだが、遺

伝子の向きに関す る解析でははっき りと した傾 向はつかめなかった。H.pyloriで は、700付 近にシフ トポ

イントが見 られ るが、GCskewの 結果に して も他のバクテ リアほ どはっき りとは出ていない。(結 果は次

項を参照)
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真正細菌のSynechocycttSspと 、残 りのA.fulgidus、M.」'annaschii、M.thermoautotrophicumは 遺伝子

の向きに関 しても顕著なシフ トポイントは見られなかった。A..fUlgidus、M.7'annaschii、M.thermoautOtrophicum

についてはKlenk、Bult、Smithら の研究で複製 開始地点及び遺伝子の向きに関 して解析がな され ている

が、複製開始地点の位置は分かっていない。しかし、真核生物の複製 開始に関係 していると言われている

タンパ ク質が存在 してお り【5](14]、このことから、これ ら3種 の古細菌が真正細菌 よ りも真核生物 に近い

複製開始機構 を持 っているとい うことが考 えられ る。

2亀ー
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7
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こ
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脚
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5 種ごとの、各GCskewの 傾向と遺伝子の向きの偏 り

これまでに得 られた種 ごとのGCskewと 遺伝子の向きの偏 りに関す るデー タを表 にま とめた。

Genome 分類 全DNA配 列CDS領 域内CDS領 域外 遺伝子の向き

β.subtilis

B.burgdorferi

E.coli正(-12

.M.gen伽Z伽 η

.M.pneumoniae

H.influenzaeRd

1ヱP〃Zo短

Synecんocyctissp.

.んfulgidus

.Mゴ αηπα3c鳩

2レf.thermoautot7「opんicum

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

真正細菌

古細菌

古細菌

古細菌

○

○

○

△

△

△

△

×

×

×

×

○

○

○

△

△

△

△

X

×

×

X

○

○

○

×

×

○

△

X

×

×

△

○

○

○

○

○

×

△

×

×

×

×

62文 字配列の分布の偏 りの解析

これまでの解析で、真正細菌についてはGCskewや 遺伝子の向きの偏 りに顕著な傾 向が見 られ ること

が分かった。 しか し、古細菌については、GCskew、 遺伝子の向きの偏 りの傾向 も見られなかった。その

ため、古細菌の複製開始地点 を予測するためには別の方法をとる必要がある。そこでDNAの2文 字配列

の分布 を解析することで、ゲ ノムに大きな特徴的な傾 向が現れ るかどうかを調べた。

6.1方 法

ゲ ノム中の2文 字配列のパ ターンは全部で16通 り存在する。この16パ ターンがゲノム中にどのよ う

に分布 してい るのかを調べた。

まずウ ィンドウ幅を設定 し、そのウ ィンドウの中に2文 字配列 が何個存在するのかを16パ ターン全

てにおいてカウン トする。そ して、ウィンドウ内に占めるそれぞれの2文 字配列 の割合を計算する。この

時、カ ウン トされた2文 字配列の個数 を2倍 することで 、その2文 字配列が合計何bp分 に相 当するのか

とい うことを計算 してい る。塩基を1文 字ずつず らしてカウントしているため、同 じ塩基が繰 り返 し存在

している領域で は、例 えばraaa」 とい う配列があった場合はraa」 とい うユニ ットを2つ としてカウン

トしているため、実際は3塩 基分でも4塩 基 と計算 している。 しか し、raaa...」 が100文 字続いている

場合で も、多 くカウン トされ る塩基 は98bpで あ り、ウ ィンドウ幅を10kbpに 設定 した場合 は割合に して

0.01%と 非常に小 さいので影響 はない と考 えた。

6.2結 果

まず、GCskewや 遺伝子の向きの偏 りで顕著な傾 向が見 られたE.coliK-12に ついて解析 を行 った。

E.coliK-12はGCskewに 特徴的な傾 向を見せ ることが分 かっているので 【1][4}、2文字配列の中にグ

アニンかシ トシンが含まれ る場合には、GCskewの 場合ほど顕著ではないが、GCskewと 同 じような傾向

を見せた。そ して、「99」「cc」とい う2文 字配列についてはさらに顕著な傾向が見 られた。結果 は以下を

参照。
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「gc」「cg」については、GCskewの 結果か らも、グアニ ンとシ トシンの含有量の偏 りは相殺 され るた

めに特徴的な傾 向は見 られなか った。

次にM.themmoautotrophicumに ついて解 析を行 った。

M.thermoautotrophicumはGCskewで も顕著な傾向は見 られなかったこともあ り、2文 字配列にグア

ニンとシ トシンが含 まれていて も顕著な傾向は見 られなか ったが、「gg」と 「CC」については、はっき り

とは しない もののGCskewの よ うな傾向が見 られた。一番左のグラフは、ゲ ノム中のグアニン含有量の

推移 を表 した ものである。結果は以下を参照。
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7コ ドンポ ジシ ョン 別のGCskew

M.thermoαutotrophicumに ついて2文 字配列の分布にGCskewに 見 られ るような傾向が現 れたことか

ら、GCskewの 顕著な傾向が見 られない種について 、解析方法を変えることで傾向が現れ る種が存在す る

可能性がある と考えた。そ こで、全 ての種 について、コドンポジシ ョン別 にGCskewの 解析 を行 った。
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7.1方 法

まず、CDS領 域のみの配列 を、1文 字 目か ら3文 字おき、2文 字 目か ら3文 字お き、3文 字 目か ら3

文字お きに塩基 を取 り出 してそれぞれ一本の配列に した。そ してそれぞれの配列 にっいて、先学期 まで と

同 じ方法でGCskewの 解析を行 った。式は(C。G)/(C+G)で ある。ウィンドウ幅はlkbpで 重な りは持た

せていない。

GCskewの 解析では、ス トラン ドバ イアスを見るために片方のス トランドのみを用いるが、今回の解

析では、アミノ酸 をコー ドしている配列 中のバ イアスを見るために、各ス トランドか らコード領域 の配列

を とってきて一本の配列 に してGCskewの 解析 を行っている。

7.2結 果

多 くの種 について、1stpositionで はGCskewの 値が全てマ イナス、っま りグアニンに偏 る傾 向が見

られた。これ とは反対に、2ndpositionで は値が全てプラス、つま りシ トシンに偏る傾 向が見 られた。3rd

positionに ついては、グアニ ンに偏 る種 とシ トシンに偏 る種 に分かれた。結果の一部 を以下に紹介す る。
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結果 を一覧表にま とめた。

種 1stposition 2ndposition3rdposition

Aguifεvaεolicus

Bacillu5su6tilts

Boτ アeliaburgdo7feri

Escん ε甥cん 乞αcoliK-12

Haemopん 伽5influeniαeRd

Helicobαcterpylori

.吻copZα5π 匹αgeπ 伽lium

Mycoplasmapneumoniαe

Synecんocyctissp.

・4πんaeoglobZtsfulgidus

Me伽nOCOCCUSゴ αππα5Cんii

Methanobαctem'umtんermoa伽 亡アOPん蜘m

グアニン

グアニ ン

シフ トポイン ト

グアニ ン

グアニン

グアニン

グアニ ン

グアニン

シ トシン

シ トシン

シフ トポ イン ト

シ トシン

シ トシン

シ トシン

シ トシン

シ トシン

シ トシン

グアニン

シ トシン

シ トシン

シ トシン

シ トシン

グアニン

シ トシン

8考 察

GCskewの 解析で 、真正細菌の多 くに顕著な傾 向が見 られた ことから、GCskewは 真正細菌 の大きな

特徴 と言える。そ して、GCskewに 顕著な傾向が見 られた種 については遺伝子の向きにも偏 りがあ り、遺

伝子の向きが変化するポイン トがGCskewの シフトポイン トと一致す ることが分かった。この ことか ら、

GCskewや 遺伝子 の向きの偏 りの解析が、バ クテリアの複製開始地点を予測する手段 として有用であると

い うことが確かめ られた。

M.thεrmoautotrophicumに ついて、2文 字配列の分布 に偏 りがあることか ら、GCskewの 傾 向が存在

すると考 えることができる。このことか ら、GCskewの 偏 りが一概に真正細菌 に特有の特徴である とは言

い切れない。

コドンポジション別 のGCskewの 解析で、真正細菌 と古細菌の多 くの種 に共通の傾 向が見 られた こと

か ら、これはバクテ リアの大きな特徴 と考えることができる。ポジション別のグアニ ン含量 とシ トシン含

量を調べてみ たところ、実際に1stpositionの グアニン含量はシ トシン含 量に比べて異常に多い ことも

分かった。GCskewと 遺伝子の向きの偏 りの解析か ら、コー ド領域 にグアニンが偏 っているとい うことは

分かっているが 、コー ド領域 でも特に1stpositionに グアニンが偏っているとい うのは興味深い事実で

ある。

GCskewの 偏 りがどのような過程 で生まれ、何のために存在す るのか とい うことについてはまだ明 ら

かにされていない。 しか し、複製開始地点 を壌にゲ ノムを2分 するような大きな傾向である こと、そ し

て、コv-N一ド領域、非 コー ド領域共 に顕著な傾 向が見られることか ら、GCskewが リーデ ィング鎖 、ラギン

グ鎖の複製機構 の違いに関与 している可能性 も考え られ るのではないか。

9今 後の展望

GCskewの 顕著な傾向が見 られた種について複製機構 の共通点な どをまとめてい く必要がある。また、

GCskew、 遺伝子の向きの偏 りの解析で顕著な傾向が見られなかった種 については、バ クテ リアの基本的

な複 製機構 をもう一度調べ直 し新たな解析方法 を考えてい くっ もりである。
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