
〈研究の目的と進め方〉
枯草菌は、グラム陽性菌の代表として大腸菌と並ぶ基

礎研究の歴史をもっている。特に、細胞分化のモデルと
見なされる枯草菌の胞子形成の分子レベルでの研究は、
他の生物の細胞分化の研究を凌駕するものといえる。さ
らに、枯草菌はα-アミラーゼやプロテアーゼ等の菌体外
酵素、ペプチド系抗生物質等の生産菌として、重要な応
用微生物の一つに数えられている。

日欧の国際共同研究により枯草菌ゲノムの全塩基配列
が決定され、1997年Nature誌に発表された。その結果、
101個のRNA遺伝子と4,100個に及ぶ蛋白質遺伝子が同定
されたが、これらの遺伝子の秩序だちかつ統合のとれた
発現の総体が枯草菌という細菌を形成し活動させている
と考えられる。しかしながら、枯草菌蛋白質遺伝子のほ
ぼ2分の1、2,000個以上が機能未知遺伝子であり、ゲノム
研究のモデル生物としてこれらの機能未知遺伝子の体系
的解明を目指す新たな日欧共同研究が精力的に推進され、
機能未知遺伝子の解明が大きく前進した。このような研
究背景のもとで枯草菌を総体として理解するためには、
RNAと蛋白質遺伝子発現制御の絶妙なネットワークの解
明が必須となってくる。そこで、最新のマイクロアレイ
解析技術によるトランスクリプトーム解析、制御蛋白質
の機能解析、および制御蛋白質とDNAの相互作用研究に
基づく、転写制御蛋白質で構成される遺伝子発現制御ネ
ットワークの解明研究を着想するに至った。

枯草菌遺伝子発現制御ネットワークの根幹は、全19個
のRNAポリメラーゼのシグマ因子、34個の2成分制御系
の応答制御因子および200個を超えるのHTH転写制御蛋
白質のレギュロン発現制御の総和より形成されていると
考えられる。シグマ因子は細胞の増殖や胞子形成あるい
は環境適応における遺伝子転写制御を支配し、2成分制御
系の応答制御因子やHTH蛋白質群は各々の傘下の遺伝子
の転写制御を通じて、栄養素等の種々の環境変化あるい
は特殊環境に対応する。これらの制御蛋白質の各々が支
配しているレギュロンを構成する遺伝子群を同定し、か
つオペロン単位で整理する。さらに、各制御蛋白質が認
識し結合するシス配列を明らかにするとともに、機能未
知レギュロンの機能の解明を目指す。これらの研究を通
じて、各制御蛋白質の制御系を階層化し、かつ種々の環
境要因に対応した逮伝子転写制御ネットワークを構築す
る。

枯草菌転写制御ネットワーク研究で得られた知見は、
各制御蛋白質、またファミリーごとのシス配列情報を比
較検討する事によってDNA結合転写制御蛋白質の配列認
識機構に関する分子進化論の展開にも期待でき、また、
他のバクテリアゲノムにも演繹可能であり、普遍的にゲ
ノムサイエンスに貢献する成果となるであろう。さらに
は、このような体系的な遺伝子発現制御系の解明が、遺
伝子発現制御の新たな秩序系を明らかにする可能性もあ
る。

本研究では、DNAマイクロアレイ解析技術を駆使し、
枯草菌の野生株とDNA結合制御蛋白質遺伝子の変異株を
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種々の培養条件で増殖させ、それらトランスクリプトー
ムを比較することにより、DNA結合制御蛋白質の標的遺
伝子候補を体系的に抽出する。とくに、シグマ因子の総
てと２成分制御系の多くは正の制御因子であり、これら
の標的遺伝子の抽出にはこれらの因子の強制過剰発現に
応答する遺伝子をDNAマイクロアレイ解析で網羅的に抽
出することが出来る。

これらのDNAマイクロアレイ解析の結果とゲノム上の
認識シス配列のin silico探索とを組み合わせ標的遺伝子候
補を絞る。さらに、DNA結合制御蛋白質と標的遺伝子候
補の制御部位との相互作用をゲル移動度シフト法やフッ
トプリント法等の生体外系で体系的に解析し、そのレギ
ュロン構成遺伝子と認識配列の特定を図る。これらの解
析は、機能未知のレギュロンの機能解明にも結びつく情
報をも提供できる。このようにして獲得した研究成果と
これまで蓄積されてきた既知文献情報を統合することに
より、枯草菌転写制御ネットワークの全体像を明らかに
する。

〈研究開始時の研究計画〉
① mRNAがポリ(A)末端を持たずmRNAを精製することが

困難な原核生物のマイクロアレイ解析で非特異的なハ
イブリダイゼーションのシグナルによるバックグラウ
ンドを抑える方法を考案し、枯草菌DNAマイクロアレ
イ技術を確立させる。

② 枯草菌の発芽、増殖および胞子形成期および培地条件
を含む種々の培養条件で増殖させた野生株並びに種々
のストレスに曝した野生株のトランスクリプトームを
解析を行うことにより、発現制御を共にする遺伝子群
のクラスタリングをする。

③ RNAポリメラーゼのシグマ因子（主要シグマSigAを除
く）、２成分制御因子系の応答制御因子とHTH制御蛋
白質について、野生株と各DNA結合制御蛋白質遺伝子
の破壊株あるいは過剰発現株を用いたDNAマイクロア
レイ解析により各制御遺伝子の制御下にある遺伝子を
抽出する。
マイクロアレイ解析に用いる制御蛋白質遺伝子の破

壊株は、日欧の共同研究で作製したプラスミドpMutin
挿入変異株（文献：20）等を用いるが、未破壊の制御
蛋白質遺伝子は本プラスミドやcatカセットで挿入破壊
する。転写制御蛋白質が正の制御因子として作動する
場合には、その機能が発現していない培養条件でもこ
れら正の制御蛋白質遺伝子を強制的に過剰発現させる
とそれらの標的遺伝子の発現が上昇すると予想される。
従って、これらの制御蛋白質遺伝子を強制的に発現し
た場合としない場合でDNAマイクロアレイ解析を行い
強制発現により発現が上昇する遺伝子がこれらの制御
蛋白質の標的遺伝子候補と考えられる。制御蛋白質過
剰生産株は、プラスミドベクターを用い制御遺伝子を
spacプロモーターの下流にクローン化し、IPTG添加に
より、正の制御因子を過剰生産する。

④DNA結合転写制御蛋白質（EFCファミリーのシグマ因
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子、２成分制御系の応答制御因子およびHTH制御蛋白
質）の網羅的なDNAマイクロアレイ解析の結果に基づ
き、機能既知および機能未知の制御蛋白質の各々の支
配するレギュロンの分子遺伝学的手法による機能解析
を進める。すなわち、転写制御蛋白質遺伝子を大腸菌
にクローン化し、その発現蛋白質の標品を用いてゲル
移動度シフト解析やフットプリント解析を行い、直接
の標的か否か明らかにすることにより、機能未知のレ
ギュロンの機能を類推する手掛かりを掴む。

⑤細胞内で遺伝子発現制御を引き起こす要因は種々の低
分子化合物の濃度の変動と考えられる。従って、メタ
ボロームがトランスクリプトームを規定している。従
って、転写制御ネットワーク構築のためには、トラン
スクリプトーム解析とメタボローム解析を連動させる
必要があり、京大の西岡研究室と共同して、DNAマイ
クロアレイデータを得るためRNAを調製した同じ培養
条件で、メタボロームを解析しアレイデータと比較・
検討する。

⑥DNA結合転写制御因子の文献情報をデータベース化す
る。また、本計画研究で蓄積した膨大なDNAマイクロ
アレイ解析データの表示法を開発するとともに、その
公開を図る。

〈研究期間の成果〉
①1998年より枯草菌の全蛋白質遺伝子のPCR産物をスポ

ットしたDNAチップの作成とマイクロアレイ解析技術
の開発に取り組み、本計画研究の初年度には枯草菌の
マイクロアレイ技術を確立することができた。本技術
は、次に挙げる特徴ある解析方法を採用しており、原
核生物のマイクロアレイ技術全般に応用できるもので
ある。（文献：2、3）
ａ．標準と試料RNAからcDNA合成する際、プライマ

ーは全遺伝子に相補的なオリゴヌクレオチドの混
合物を用い、耐熱性の逆転写酵素を用いて 65℃で
逆転写する。

ｂ．RNA標品の微妙な差等により逆転写反応の伸張に

わずかな差が生じ、本来の遺伝子の発現誘導比を
正確に得られない。そこで、cDNA合成の際、
aminoallyl -dUTPを用いてそれぞれのcDNAを
aminoallyl化した後、N-hydroxysuccinimideで活性

化したCy3またはCy5でカップリングしてラベルす
る。

ｃ．DNAチップとのハイブリダイゼーションの温度を
70℃で行う。この事とａ）の方策により、DNAマ
イクロアレイ解析の本質的な問題であるクロスハ
イブリダイゼーションによるハイブリダイゼーシ
ョンのシグナルの干渉を低下させる。

②枯草菌の発芽、増殖および胞子形成期および種々の培
養条件で増殖させた野生株における遺伝子発現のクラ
スタリングにより次に列挙する研究成果を挙げた。

●カタボライト抑制と炭素代謝に関与する遺伝子の発現
制御の解析（文献：2、4、6、15）

グルコース添加および非添加の栄養培地で野生株を
増殖させRNAを精製する。これらRNAを用いたDNAマ
イクロアレイ解析により、グルコース抑制を受ける遺
伝子群を抽出した。さらに、これらの遺伝子群のうち
CcpAが関与するカタボライト抑制を受ける遺伝子を選
び出した。（図１参照）。また、種々の炭素源で野生株
を増殖させ、マイクロアレイ解析にかけることにより、
解糖と糖新生時に発現する遺伝子を解析するとともに
各々の炭素源資化に必要な遺伝子群をクラスタリング
した。代謝され難い炭素源での増殖では、増殖速度が
遅くなるに従い胞子形成遺伝子等の顕著な発現がみら
れた。グルコースでの増殖は解糖系を作動させ、リン
ゴ酸では糖新生を促進させる。リンゴ酸では，解糖の
逆反応を触媒するホスホエノールピルビン酸カルボキ
シキナーゼとグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲ
ナーゼをそれぞれコードする、pckAとgapBの発現上昇
がみられた。ywkAは機能未知遺伝子であるが，リンゴ
酸デヒドロゲナーゼ遺伝子と相同性があり、これも解
糖の逆反応を触媒していると考えられる。グリセルア
ルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼが触媒する1，3-ジ
ホスホグリセリン酸からグリセルアルデヒド-3-リン酸
への反応については、1種類の酵素が可逆的な反応を触
媒するとこれまで考えられていた。しかし，最近にな
って、枯草菌ではGapAとGapBの2種類の酵素がそれぞ

れ不可逆反応を触媒し、前者が解糖反応を，後者が糖
新生反応を進めることが判明し、この知見と一致した
結果がこのマイクロアレイ解析でも得られた。ピルビ
ン酸デヒドロゲナーゼをコードするpdhABCDも発現の



上昇がみられるが、これは糖新生で生じたピルビン酸
からアセチルCoAを供給するためと思われる。一方、
グルコースでの増殖時には、tpi、 pgk、 gpmおよび
enoの4つの遺伝子からなるオペロンが誘導された。こ
れらはそれぞれ解糖系の中間に位置するトリオースリ
ン酸イソメラーゼ、ホスホグリセリン酸キナーゼ、ホ
スホグリセリン酸ムターゼおよびエノラーゼをコード
しており、解糖時にはそれらの必要性が増大するため
と思われた。gapAも解糖時に誘導発現されるがGapA
は上述のGapBの逆反応、すなわち解糖を促進する反応
を触媒する。同じく発現誘導されるyjmCは機能未知遺
伝子であるが、TCAサイクルのリンゴ酸からオキサロ
酢酸を生成する反応を触媒するリンゴ酸デヒドロゲナ
ーゼ遺伝子と相同性がある。この解析から同定された
ywkAやyjmCといった機能未知遺伝子は、他の遺伝子
との相同性から糖代謝に関与していることは予想され
ていたが、解糖から糖新生への移行過程で発現制御さ
れることが新たに判明した。

●窒素代謝制御に関与する遺伝子群の発現と制御の解析
枯草菌では、グルタミンが最も効率のよい窒素源で

あり、さらにアミノ酸群を添加すると最高の増殖速度
が得られる。一方、グルタミン酸は窒素源として効率
が悪いものの一つである。そこで、これら種々の窒素
源での増殖時に発現する遺伝子をクラスタリングする
とともに、窒素代謝に関与する遺伝子群の発現を制御
すると考えられているGlnA、GlnR、CodYおよびTnrA
の標的遺伝子の同定を行った。その結果、種々の窒素
源での増殖時に発現する遺伝子群とこれらの制御蛋白
質の標的遺伝子の間には密接な関連があり、その制御
がGlnAに依存するものと依存しないものがあることが
わかった。

●枯草菌のoutgrowth期の遺伝子発現プロファイリング
枯草菌の胞子は外環境の発芽誘導物質を認識し発芽

する。outgrowth期はその発芽期から対数増殖期への移
行段階であり、形態的にも変化を示すことから枯草菌
のライフサイクル上重要な時期である。発芽期の最終
段階からoutgrowth期にかけての遺伝子発現プロファイ
ルをDNAマイクロアレイを用いて解析し、胞子中に特
定のmRNAが残存している事および発芽の極初期から
outgrowthに必要な殆ど総ての遺伝子が転写される事が
わかった。

●アミノ酸生合成のフィードバック制御のDNAマイクロ
アレイ解析

枯草菌野生株を20種類のアミノ酸を添加した最少培
地で対数増殖期中期まで培養し、DNAマイクロアレイ
解析で遺伝子発現を調べた。アミノ酸生合成経路に基
づいて20種類のアミノ酸から数種類ずつ除いたところ、
アルギニン、メチオニン、トリプトファンなど６種類
のアミノ酸生合成遺伝子群は、その最終産物であるア
ミノ酸を含まない培地で発現制御が解除されフィード
バック制御されると判った。また、既知のアミノ酸生
合成遺伝子と類似の発現様式を示す遺伝子を検索した
ところ、メチオニン、アルギニンとシステインで特異
的にフィードバック制御される機能未知遺伝子群を発
見し、これら遺伝子のアミノ酸生合成やアミノ酸の細
胞内への取り込みへの関与が示唆された。

③DNA結合制御蛋白質の欠損株または過剰発現株を用い
た、標的遺伝子候補を抽出するDNAマイクロアレイ解
析の結果、次に列挙する成果が得られた。

●ECFファミリーのシグマ因子をIPTG添加により過剰産
生できる菌株を用いて、7種のECFシグマ因子の網羅的
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な標的遺伝子候補の抽出を終了した。ECFシグマ因子
は、種々の物理的あるいは化学的ストレスに応答する
が、これらストレスにより誘導される遺伝子群は、広
範なストレスに対応するシグマＢの支配下にある遺伝
子とは明らかに区別できた。また、SigZを除くECFシ
グマ因子オペロンはすべて自身のシグマ因子がその転
写に与っていた。

枯草菌の鞭毛形成に関わるシグマＤのマイクロアレ
イ解析も行い多数の新規な標的遺伝子を同定した（文
献：21）。

●枯草菌の２成分制御系の中で、最初に強制発現系での
マイクロアレイ解析が作動するかどうかを検討したの
が、DegS-DegU系である（文献：3）。プラスミド
(pDG148)にdegU遺伝子とそのSD配列を含むDNA断片
をクローン化し、IPTGを加えて培養するとdegU遺伝
子を強制発現することができる。作製プラスミド
(pDG148-degU)を、DegUの既知の標的遺伝子の一つア
ルカリ性蛋白質分解酵素 (aprE)にレポーター遺伝子
lacZを所持する野生株とdegS欠損変異株 (DdegS)に形
質転換し、IPTG添加後のβ-ガラクトシダーゼの活性
を追ったところ、野生株ではIPTGでのdegUの強制発
現の有無に関わらず同じようにβ-ガラクトシダーゼの
合成がみられる。ところが、DdegS株では、IPTGを添
加した場合にのみβ-ガラクトシダーゼの合成が認めら
れた。この事実は、枯草菌をdegS欠失にすることによ
り、外界からのシグナルが遮断されDegUをリン酸化
されていない状態、すなわち標的遺伝子の発現を抑え
た状態に置くことができ、IPTGを添加することにより
リン酸化されていないDegUを過剰生産することによ
り、リン酸化されたDegUと同じように標的遺伝子の
発現を上昇させると考えられる。そこで、IPTG添加有
無で培養したプラスミド (pDG148-degU)を保持する枯
草菌 (DdegS) から調製したRNAを使用したマイクロア
レイ解析によるDegUの標的遺伝子の同定を行ったと
ころ、幾つかの既知遺伝子を含む標的遺伝子候補を抽
出する事ができた。この成績は、枯草菌の機能不明の
２成分制御系の標的遺伝子の同定にもこの手法が適用
出来ることを示すものであった。

枯草菌には、35個の応答制御蛋白質が同定されてい
る。その内、YycFは対応するセンサーキナーゼ
(YycG) とともに必須蛋白質であり、センサーキナーゼ
遺伝子の破壊を含む上記の標的遺伝子同定法は適用で
きない。また、Spo0F、CheY、YneI、CheVとCheBの
５種の応答制御蛋白質は、Ｃ末のDNA結合ドメインを
もたず、過剰発現させても標的遺伝子の発現の変動が
期待できない。さらに、Spo0AとResDの標的遺伝子群
は他の制御蛋白質の制御も受けている可能性が高く、
本標的遺伝子同定法が有効に機能しないと考えられた。
そこで、DegU、ComAとPhoPを含め27種類の応答制
御蛋白質の網羅的なDNAマイクロアレイ解析を実施し
たところ、23種の機能未知の２成分制御系応答制御蛋
白質の標的遺伝子候補のリストには、かなりの機能既
知の遺伝子が含まれていた。この機能既知の標的遺伝
子を足がかりに、機能未知の２成分制御系の機能解析
へと進む事ができた。また、これら標的遺伝子群の重
なりから、図２に示す２成分制御間の相互作用が予見
できた。（文献：5、8）
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図２．マイクロアレイ解析で明らかになった２成分制御
系間の相互作用　DesK-DesRとYvfT-YvfUの各々の標的遺
伝子候補とYvqE-YvqC、YxjM-YxjLとYhcY-YhcZの各々の
標的遺伝子候補に顕著な重複（重なりあっている円内の
数字は重複数）が見られる。前者の重複は、DesK-DesR
とYvfT-YvfU系の標的遺伝子群のなかにyvfU遺伝子が含ま
れる事で説明でき、また後者の重複は、YxjM-YxjL系の
標的遺伝子群には応答制御蛋白質遺伝子（yvqCとyhcZ）
が、YvqE-YvqC系の標的遺伝子群にもyxjMとyhcZが含ま
れる事から説明できる。これらの重複から、矢印で示す
２成分制御系の相互作用が示唆された。（文献：5）
●枯草菌には、DNA結合HTH転写制御蛋白質が200個以

上存在することがPfam検索で明らかになっている。こ
れらのHTH制御蛋白質の全破壊株（既存のものおよび
catカセット挿入による新たなもの）を揃え、野生株と
比較する網羅的なDNAマイクロアレイ解析を2002年度
末に完了させた。

④DNA結合転写制御蛋白質（EFCファミリーのシグマ因
子、２成分制御系の応答制御因子およびHTH制御蛋白
質）の網羅的なDNAマイクロアレイ解析の結果に基く、
分子遺伝学的体系的手法による体系的な機能解析の結
果、次に列挙する研究成果が得られた。

●ECFシグマ因子（文献：12、19、29、40）
ECFファミリーのシグマ因子の過剰発現系を用いた

DNAマイクロアレイ解析により、標的遺伝子候補を抽
出した。これらの結果をもとに、ECFファミリーのシ
グマ因子の発現を誘導するストレスの特定を行い、
SigV、SigZとYlaCが、それぞれ高浸透圧と高温、高浸
透圧および過剰酸化で誘導されることを見いだした。
また、酵母の２ハイブリット系、および遺伝子破壊に
より、SigV、SigYとYlaCのアンチシグマを同定した。
さらに、anti-SigV、-SigW、-SigXのＣ末側にシグナル
受容部位がある事を明らかにした。これらの研究の結
果、図３に示すECFファミリーのシグマ因子の機能を
総括的に捉える事ができた。

●２成分制御系（文献：17、31、33、35、38）
現在までの２成分制御系の研究の結果、応答制御蛋

白質の過剰発現系を用いたDNAマイクロアレイ解析お
よび２成分制御系遺伝子のシンテニー解析によっても
機能の類推すら出来ないものは6種にすぎない。DNA
マイクロアレイ解析の結果に基づいて、その機能の実
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証されていないレギュロンで機能解析が進んだのは、
YccG-YccH、YrkQ-YrkP、YvrG-YvrH、YufL-YufM
(MalK-MalR)、YcbA-YcbB (GlnK-GlnL)、YclK-YclJ、
YdfH-YdfI、 YhcY-YhcZおよびYvrG-YvrHである。
MalK-MalRはリンゴ酸をセンスし、その取り込みと代
謝に関与するywkA、maeN、yflSを誘導する。GlnK-
GlnLはグルタミンをセンスし、その取り込みと代謝に
関与するglsA-glnTオペロンを誘導する。YdfH-YdfIは薬
剤耐性に関連し、YrvG-YrvHは細胞表層の維持や安定
化に関与すると推測された。YccG-YccHはエタノール
ストレスに関与しているとの知見を得た。

この網羅的研究の結果、枯草菌２成分制御系のなか
でグローバルな制御系は５個余りとかなり少なく、特
定の物質の取り込み、代謝あるいは排出等の機能に関
与するものが大部分を占める事が判明した。シンテニ
ー解析をも行い機能を類推した枯草菌の２成分制御系
の個々の機能を表１に纏める。

ランスクリプトームを比較する、網羅的DNAマイクロ
アレイ解析を行った。その結果に基づいた、約200種に
及ぶHTH転写制御因子の支配するレギュロンの網羅的
機能解析は困難で、グローバルな制御因子である、
CcpA、TnrA、CodY、AhrC、RocR、ComK、DegR、
SenS、PaiAとDeoRレギュロンの機能解析、並びに薬
剤耐性遺伝子のHTH転写制御因子を多く含む、MarR、
TetRとMerR ファミリーの制御因子の支配するレギュ
ロンの網羅的解析を進めた。MarRの21因子（YbfA、
YdcH、YdgG、YdgJ、YetL、YfiV、YhbI、YhjH、
YkmA、YkoM、YkvE、YpoP、YqzB、YsmB、YusO、
YvmB、YwaE、YwhA、YwoH、YxaD、YybA）、TetR
の19因子（LmrA、PksA、YcnC、YdeS、YdgC、YerO、
YezE、YfiR、YhgD、YobS、YrhI、YttP、YuxN、YvaF、
YvdT、YvkB、YwcC、YxaF、YxbF）およびMerRの5

因子（TnrA、YdfL、YfmP、YhdQ、YyaN）の蛋白質
生産系を構築した。TnrAレギュロンの解析に続く
LmrAとYvmBレギュロンの解析では、それぞれ２種、
3種の標的遺伝子の同定に成功した。既にMarRの13因
子 （YbfA、YdgG、YdgJ、YetL、YfiV、YhbI、YkmA、
YkvE、YqzB、YusO、YvmB、YxaD、YybA）、TetRの
13因子（LmrA、YcnC、YdeS、YezE、YhgD、YobS、
YrhI、YsiA、YuxN、YvaF、YvdT、YvkB、YxaF）およ
びMerRの２因子（TnrA、YfmP）の標的遺伝子を同定
し、これら28因子のうち17因子の結合配列の同定に成
功している。また、LmrAとYxaFの誘導物質は、ケル
セチン等のフラボノイドであり、YsiAレギュロンは脂
肪酸のβ-酸化に関与する遺伝子群から成り立ってい
た。さらに、YcnC、YvaF、YvdTの標的遺伝子のコー
ドするefflux transporterの基質薬剤を特定した。

●代謝制御に関与するグローバルな転写制御因子(CcpA、
CodY、TnrAとRelA)のDNAマイクロアレイ解析とその
結果に基づく分岐鎖アミノ酸合成オペロンのこれらの
転写因子による多重制御の分子遺伝学的解析で次の基
幹代謝ネットワークを明らかにする事ができた。（文
献：11、23、30）

枯草菌の炭素代謝制御、窒素代謝制御や緊縮制御の
遺伝子発現のクラスタリング解析、代謝に関連した転
写制御蛋白質のDNAマイクロアレイ解析による標的遺
伝子の抽出およびそれに続く分子遺伝学的解析から、
合成系を代表する分岐鎖アミノ酸合成の制御を中心に
据える炭素代謝、窒素代謝と緊縮制御の次のようなネ
ットワークを想定できた。すなわち、炭素代謝、窒素
代謝、アミノ酸合成、緊縮制御等の各ネットワークが
主要アミノ酸等の合成制御に集約され、細胞総体とし
てバランスのとれた代謝調節が機能している。これら
主要アミノ酸はグルタミンと分岐鎖アミノ酸で、グル
タミンは窒素供給状態、分岐鎖アミノ酸は細胞の栄養
状態の指標となり、各々窒素代謝のグローバルな転写
制御蛋白質であるTnrAとCodYのオペレーターへの結
合活性を調節し、有用遺伝子群の転写を制御する。炭
素の供給状態は、フルクトース-二リン酸量に反映され、
炭素代謝のグローバルな転写制御蛋白質であるCcpAの
機能を制御する。細胞のエネルギー状態は細胞内の
GTPのレベルに反映され、この量はCodYによって検知
され胞子形成を始め種々の細胞機能を制御する。細胞
の栄養飢餓状態を感知するRelAは、GTPをppGppに変
化させることでIMP脱水素酵素活性を阻害して、GTP
の濃度を低下させることにより、CodYの作動を止め、
またppGppそのものによる転写制御をも引き起こす。

蛋白質合成を反映すると考えられる分岐鎖アミノ酸

●HTH転写制御因子（文献：7、9、11、13、14、15、22、
24、37）
野生株とHTH転写制御因子遺伝子の欠損変異株とのト



合成に与るilv-leuオペロンは、CodYとTnrAで負に
CcpAとRelAで正に制御される。（図４、参照）。これら
のグローバルな代謝制御蛋白質の認識シス配列はilv-
leuプロモータの上流に整然と配置されている。窒素潤

沢培養条件では、CcpAによる正の制御と窒素潤沢状況
で活性化するCodYによる負の制御を受ける。一方、窒
素制限状況では、窒素潤沢状況と同じく、CcpAによる
正の制御が働くが、TnrAによる負の制御が機能する。
さらに緊縮制御がかかると形成されたppGppにより
GTPの濃度が低下し、CodYの不活性化とプロモーター
の活性化が起こる。このような巧妙な多重制御により、
細胞の栄養やエネルギー状態を反映させ、炭素代謝や
窒素代謝のバランスをとり、アミノ酸、蛋白質合成ひ
いては細胞増殖の制御へと至る。（図５参照）。

グラム陽性の低GC細菌では、これら炭素代謝と窒素
代謝のグローバルな転写制御因子は極めて良く保存さ
れ、基本的な代謝制御が極めて類似している。従って
上記ネットワークは、枯草菌のみならず、広く病原菌
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を含む低GC含量のグラム陽性菌全体に適用されうるも
のである。このような炭素代謝、窒素代謝等の基幹代
謝制御間のネットワークは、他の生物にも広く存在し
ている事を予見する。

⑤西岡研究室で確立した、メタボローム解析法に準じて、
枯草菌細胞をメタノールか蟻酸に浸潤し、代謝産物を
抽出した。抽出液をキャピラリー電気泳動 (CE) にか
け、代謝産物を分離し質量分析計 (MS) にかけ、個々
の代謝産物を分析した。主として炭素代謝について解
析したところ、対数増殖期における代謝物質の濃度プ
ロフィールは、枯草菌を解糖系で代謝される炭素源で
培養すれば大きな変動はなかった。代謝物質の濃度は、
炭素源とした物質や、クエン酸、コハク酸、乳酸では
比較的高い濃度であるが、これら以外の主要代謝物質
で予想に反して低かった。測定した主要代謝物質は、
ATPを合成、細胞増殖に必要なアミノ酸や核酸を生合
成する際の原料として利用される代謝物質である。対
数増殖期では細胞が激しく分裂・増殖している状態に
あるので、主要代謝物質は生合成されると代謝反応に
よってすぐに変換され、代謝ネットワーク上を拡散す
るように消費されていくのであろう。グルコースとフ
ルクトースは，細胞外から細胞内の代謝系への入口が
それぞれ解糖系のグルコース6-リン酸、フルクトース-
二リン酸と互いに近いので、それらを炭素源としたと
きの代謝物質プロフィールは似ていることが予想され
ていた。グルコースを炭素源とした場合とフルクトー
スを炭素源とした場合の代謝物質プロフィールを比較
すると、代謝物質の濃度が3倍ほど異なる代謝物質が３
つほどあるが、それ以外の代謝物質では2倍以内の濃度
差で互いによく似ている。このことは、この実験にお
ける枯草菌の培養、代謝物質の抽出、CE-MSによる測
定が、再現性・信頼性ともに極めて高い分析法である
ことを示した。

また、枯草菌のメタボローム解析研究から代謝経路
はいくつかのブロックに分けられる事、およびアイソ
ザイムのなかの一つの酵素の変異は表現型に現れるこ
となく極めてに巧妙に代謝産物の量により相補されう
る事等、極めて示唆に富むデータを得てきた。このよ
うな代謝変異株を用いたDNAマイクロアレイ解析とメ
タボローム解析のデータを連動させる事により、ある
特定の代謝系の酵素遺伝子の転写制御や代謝酵素の活
性調節に与るキー代謝産物を特定していく事が可能で
あった。

⑥枯草菌の転写制御因子のデータベース ｛DBTBS (文
献：１)、BSTF｝ を作成した。本計画研究により、
500近くの枯草菌のDNAマイクロアレイ解析のデータ
を蓄積した。これらのDNAマイクロアレイ解析データ
の う ち 論 文 と し て 公 表 さ れ た も の に 関 し て は、
http://www.genome.ad. jp/kegg/expressionで公表して
いる。その他のデータもデータベース化した。

DNAマイクロアレイ解析の膨大なデータを的確に表
示する事も必要となってくる。そこで、図６に示すイ
ンテックW&G社と枯草菌のDNAマイクロアレイデー
タの表示ソフト（枯草菌WebGen-Net）を開発した。

研究成果の総括
枯草菌には18個のRNAポリメラーゼのシグマ因子が存

在する。さらに、34個の2成分制御系の応答制御蛋白質お
よび約200程のHTH制御蛋白質群が同定されており、こ
れらの制御蛋白質によるレギュロン発現制御の総和が枯
草菌転写制御ネットワークである。本研究では、DNAマ



イクロアレイ技術を駆使し、種々の培地条件下で増殖さ
せた野生株における遺伝子発現のクラスタリングとDNA
結合蛋白質遺伝子の破壊株を用いた、そのレギュロンの
構成遺伝子候補の抽出を行った。これら転写制御ネット
ワークそのものと見なされる、500近くに上るDNAマイ
クロアレイ解析実験データの殆どに今後実証すべき知見
が含まれていた。これらの解析結果に基づき、環境に応
答する転写制御ネットワークの解明を目指し、機能が類
推あるいは未知のECFシグマ因子、２成分制御系および
MarR、TetRおよびMerRファミリーのHTH制御蛋白質の
網羅的な分子遺伝学的レギュロン機能解析を行ったとこ
ろ、個々の解析の多くを学術論文として公表するととも
に次のような事実が明瞭になった。

１．炭素代謝、窒素代謝、アミノ酸合成、緊縮制御等の
各ネットワークが主要アミノ酸（分岐鎖アミノ酸、
グルタミン）等の合成制御に集約され、細胞総体と
してバランスのとれた代謝調節が機能していた。

２．土壌細菌の枯草菌は、自然環境において様々なスト
レスに曝される。ECFシグマ因子は主として物理的
に、２成分制御系は主として栄養ストレスに関係し
ているとの示唆を得た。

３．枯草菌は土壌中で種々の有害薬剤に曝され、抗生物
質を生産する放線菌等と共存しつつ生存してきたた
めか、種々の薬剤や抗生物質等に対する耐性機構を
有する。この耐性機構のいくつかはECFシグマ因子
や２成分制御系レギュロンに担われているが、多く
はHTH制御蛋白質レギュロン（特にMarR、TetRお
よびMerRファミリーに属するもの）が担っている。

４．環境変化は特定のシグナル伝達系を介して、直線的
遺伝子発現の変化をひき起こすのではなく、複数の
シグナルシグナル伝達系が、相互作用しながら機能
ネットワークを形成しているという新しい姿が浮か
び上がってきた。

〈国内外での成果の位置づけ〉
国内外を問わず細菌の遺伝子発現制御のネットワーク

の構築研究は、ゲノム研究の－つの柱と見なされている．
本研究開始当初、国外では枯草菌転写制御ネットワーク
構築研究が、EUのプロジェクトとして始動していた。
EUのプロジェクトが終了した2002年まで本研究は日本と
EUとのそれまでの国際協力研究をさらに発展させること
を留意し、EUのプロジェクトと密接に連動させ情報交換
をした。

本計画研究によるDNAマイクロアレイ解析を引用し、
そのデータ (http://www.genome.ad.jp/kegg/expression/)
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を公表した関連論文は、15編ある。これは、国際的に見
て枯草菌のトランスクリプトーム解析を質・量ともに圧
倒するものである。また、転写制御ネットワークの全体
像の構築を目指す、トランスクリプトーム解析結果に基
づいた２成分制御系の網羅的な機能解析やシグマ因子と
HTH制御蛋白質の体系的なレギュロンの構成遺伝子の同
定と機能解析は国際的に例がない。さらに、トランスク
リプトームとメタボロームを統合せんとする研究も、国
際的に新規なものである。このように、国際的にみても
枯草菌のみならず原核生物の転写制御ネットワーク研究
の進展に大いに貢献した。なかでも、枯草菌の分岐鎖ア
ミノ酸合成系が、分解系代謝制御に関わるグローバルな
転写制御因子により高度に制御されていることが明きら
かになった。この事は、個々の遺伝子発現制御ネットワ
ーク研究から、ネッワーク間の連携を明らかにしていく
という、細胞機能のシステム的理解を目指す今後の方向
を示す研究として注目されている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
ECFシグマ因子、２成分制御系やHTH制御蛋白質の体

系的機能解析で、それらレギュロンの構成遺伝子の解析
や認識シス配列の解析は順調に進んだが、機能未知レギ
ュロンの機能解析や２成分制御系のシグナルの同定は多
大な労力を必要とするため、解析ができたのは極一部で
あった。また、生体外系での制御タンパク質のDNA結合
能とシス配列との関連性を現在のシス配列検索アグロリ
ズムで類推することは極めて困難であった。

本計画研究で膨大な遺伝子発現制御の情報を得、転写制
御個々のレギュロンの織りなすネットワークの一端を明ら
かにするという大きな成果を挙げられた。しかながら、細
菌においてさえ数百のDNA結合転写制御因子が織りなす
転写制御ネットワークの根幹さえモデル化することは現在
のデータ収集量やその処理法では極めて困難で、ましてや
転写制御の全体像を捉えるまでには至らなかった。

〈今後の課題〉
●本計画研究で到達できなかった、今後の課題として次

の点が挙げられる。
１．転写制御ネットワークの発動に与るのは代謝産物等

の低分子化合物であり、その生体内の種類および濃度
が極めて重要である。そのため、本計画研究でも試行
したが、転写制御ネッワークとメタボローム解析を連
動させる事が肝要である。

２．DNA結合転写制御蛋白質は、標的遺伝子の発現制御
部位のシス配列を認識して機能する。これらシス配列
の一部は一次配列に強く依存するが、多くは一次配列
に起因する高次構造の認識を含みそのコンセンサス配
列を予想することが困難である。このDNA結合転写制
御蛋白質とシス配列の認識機能の生物種にとらわれな
い体系的な解明が必要となる。

３．DNAマイクロアレイデータの収集ではもっと目標を
絞って関連する遺伝子群のプロファイルデータを多量
に収集することが必要であろう。今後、こうした経験
を踏まえたうえで、実験研究者と情報科学研究者の共
同研究として、細胞機能のシステム的理解に挑戦する
事が肝要である。

●今後、本計画研究で獲得した知見をもとに展開させる
応用研究として次の２研究課題を挙げる。

１．枯草菌は、菌体外酵素や抗生物質の産生、イノシン
酸等の呈味性成分の発酵生産等に、産業界で頻用され
る有用な微生物である。本計画研究により明らかにな
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った代謝制御ネットワーク情報を活用して、枯草菌の
物質産生系への有効活用を図る。主たる研究対象とす
る転写制御蛋白質は個々の物質合成系のフィードバッ
ク制御に関与するものとグローバルに代謝制御に関与
するものである。後者の転写制御蛋白質としてまず挙
げられるのは、本研究でレギュロン解析をした、炭素
代謝を統括するCcpAであり、抗生物質生産や分泌酵素
生産を低下させるカタボライト抑制に関与している。
その他のグローバルな転写制御因子は、GTPと分岐鎖
アミノ酸の濃度で制御されるCodY蛋白質と緊縮制御を
担うRelA蛋白質であり、物質合成系の制御に深く関わ
っている。これらのグローバルな制御蛋白質を改変し
物質産生能の向上を図るが、その改変に伴う細胞機能
の障害をいかに解決するかが問題になり、そのために
も本計画研究で蓄積してきた転写制御ネットワークの
知見が必要となる。また、これらの転写制御蛋白質が
作動しうる状態なのか、あるいは物質産生のボトルネ
ックとなっている代謝産物は何か等のメタボローム情
報も、有用物質の効率よい産生のための代謝制御ネッ
トワークの改変に必須となる。これらの改変により、
菌体外酵素や抗生物質の産生等の枯草菌によるものづ
くりの効率化をはかる。

２．グラム陽性細菌を代表する、土壌細菌の枯草菌は、
自然環境において様々なストレスに曝され、また抗生
物質を生産する放線菌等と共存しつつ生存してきたた
めか、種々の抗生物質等に対する耐性機構を有する。
また、感染症を引き起こす種々のグラム陽性菌の遺伝
子機能を解明するための非病原性モデル微生物として
格好の研究対象でもある。本計画研究により、DNA結
合転写制御蛋白質遺伝子の破壊株を用いたDNAマイク
ロアレイ解析によりその制御蛋白質の標的遺伝子の特
定が体系的に遂行された。

本計画研究により確立した、DNAマイクロアレイ解

析とDNA結合転写制御蛋白質のDNA結合の評価を連動
させた手法により、機能未知制御蛋白質の標的遺伝子
を迅速に同定するシステムを開発したが、このシステ
ムを薬剤耐性遺伝子の探索に応用する。即ち、まず薬
剤耐性調節に関わる制御蛋白質を推定し、その遺伝子
の破壊株と野生株のトランスクリプトームをDNAマイ
クロアレイ解析で比較し、標的遺伝子候補を得る。次
に、それらの転写制御を担うDNA領域を推定し、その
領域への制御蛋白質の結合を評価することで標的遺伝
子を同定する。そして、制御蛋白質の不活性化によっ
て標的遺伝子が常に発現するようになった変異株に可
能な限り多数の様々な薬剤を作用させ、標的遺伝子が
推定どおり薬剤耐性に関与するかどうか検証する。実
際に薬剤耐性が増強されていれば、この戦略は上述の
制御蛋白質の変異によって薬剤耐性菌株が生じる現象
を人為的に作り出すことに他ならない。しかし、特筆
すべきは、薬剤耐性菌株が取得されると同時に原因遺
伝子も同定されるという画期的意義である。すなわち、
未知制御蛋白質による転写制御の解明を足がかりに潜
在薬剤耐性遺伝子を戦略的に発掘し、医療上の大きな
問題である細菌の薬剤耐性の確立機構を包括的に理解
できる。
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