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〈研究の目的と進め方〉
生物は絶えず環境の変化に曝されており、適切な環境

シグナルの受容（感知）と情報伝達ならびに転写制御を
含めた細胞応答を介して恒常性を維持している。この点
に関し、２成分制御系と総称されるシグナル受容と伝達
の仕組みが当初、細菌に見いだされた。その後、この情
報伝達システムは細菌のみならす、酵母、粘菌、カビ、
植物にまで普遍的に存在するシグナル伝達系として大き
な注目を集めている。近年のゲノム解析の進展により、
２成分制御系を構成する因子が種々の微生物において特
定できるようになった（図１参照）。このような状況に立
脚し、本研究では大腸菌ならびに分裂酵母を原核ならび
に真核微生物のモデルとしてとらえ、全２成分制御系が
関わる細胞機能の全体像を解明することを目指す。その
ため網羅的変異株の作製とそれらの総合的解析を行う。
特に大腸菌においては、網羅的欠失株のマイクロアレイ
による解析を試みる。さらに、レスポンスレギュレータ
ーの高発現株のマイクロアレイデータも取得し、これら
に、遺伝学的知見を総合することで、各２成分制御系の
レギュロンを明らかにする。加えて２成分制御系間での
クロストークなどを介したより高次の情報の交換や統合
機構の存在の可能性を探り、情報処理と転写制御ネット
ワークを包括的に解き明かすことを大きな目的とする。
これらの解析成果を基盤として、転写因子全体を視野に
入れた大腸菌の遺伝子発現調節ネットワークの総合的研
究へと展開を図る。分裂酵母においては、出芽酵母の２
成分制御系の機能に関する知見も考慮に入れ、ストレス
応答、細胞周期制御、減数分裂制御などの観点から解析
を行ない、２成分制御系の生理機能を明らかにする。

〈研究開始時の研究計画〉
本研究は、前半の３年間は公募研究として饗場浩文が

大腸菌と分裂酵母の２成分制御系の解析を並行して進め
た。後半の２年間は、計画研究として４名が共同で大腸
菌に焦点を絞り、より多角的な解析を行うこととした。
全研究機関を通して、「微生物における２成分制御系のゲ
ノム生物学」を中心課題として据えた。以下には公募研
究開始時の研究計画を主に記すが、上記理由から後半の
計画研究開始時における研究計画も合わせて記述する。

1)大腸菌の全２成分制御系遺伝子のクローニングと欠失
変異株の作製
大腸菌には２成分制御系を構成する遺伝子が62個存在
する。このうちセンサーキナーゼが30個、レスポンス
レギュレーターが32個と予想されている（図１）。これ
までの知見から、２成分制御系が関わる各種細胞応答
において、一般にはレスポンスレギュレーターの欠失
の方がセンサーキナーゼの欠失に比べより明確な表現
型として現れることが予想される。したがって、第一
段階として、まず32個のレスポンスレギュレーター遺
伝子に焦点を絞り解析を進める。まずPCRによるクロ
ーニングを行い、得られた遺伝子を用いて、欠失変異
株を作製する。その後、ヒスチジンキナーゼに関して
も同様の解析を進める。

2)分裂酵母の２成分制御系の全遺伝子のクローニングと
遺伝子破壊株の作製
分裂酵母では、現在までに決定されたDNA塩基配列を
もとに解析をすると、センサーキナーゼが３個、レス
ポンスレギュレーターが２個、HPtタンパク質が１個
同定できた（図１）。これらに関して、すべての遺伝子
をクローニングし、遺伝子破壊株を作製する。

3)大腸菌２成分制御系の網羅的欠失株を用いた解析
全２成分制御系が関わる細胞機能を解析するために、
網羅的欠失株を用いて、各種生理試験、マイクロアレ
イ解析ならびに２次元電気泳動法によるタンパク質の
発現解析を行う。生理試験においては、２成分制御系
がストレス応答に関与する可能性が高いことを考慮し、
金属、塩、薬剤、浸透圧、温度、代謝産物、好気―嫌
気（酸素）、各種栄養素などに対する応答を解析する。
一方、マイクロアレイや２次元電気泳動法による解析
では、野生株と各２成分制御系欠失株との比較をまず
通常培養条件（LB培地、好気条件）で行う。さらに感
知するストレスシグナルが同定または推測されるもの
に関しては、当該ストレスの有無に対する応答を野生
株ならびに欠失株を用いて行う。

4)分裂酵母の２成分制御系欠失変異株の表現型解析
分裂酵母の２成分制御系の機能を解析するために、欠
失株について各種ストレス応答、細胞周期制御、減数
分裂制御などについて解析する。出芽酵母においては、
２成分制御系が浸透圧ストレスの感知と情報伝達に関
与し、ストレス応答型MAPキナーゼの制御に関わって
いることが知られているので、これとの比較解析も行



う。
5）大腸菌レスポンスレギュレーター高発現株における遺

伝子発現の網羅的解析
２成分制御系欠失株の網羅的マイクロアレイ解析はLB
培地、好気的な条件下で行われ、２成分制御系間に機
能的なネットワークが存在することなどの新たな知見
を生み出した。しかしながら、同時に、いくつかの２
成分制御系においては、その欠失株に明確な表現型を
見いだすことができなかった。これは、これら２成分
制御系が特異的なシグナルに応答するシステムである
ため、上記条件下では機能しておらず、従って明確な
遺伝子発現パターンの差異を示さないものと解釈した。
このような２成分制御系が制御する遺伝子群を同定す
るために、ヒスチジンキナーゼ非存在下で、レスポン
スレギュレーターのみを高発現させた場合における遺
伝子発現パターンの解析を行う。

6)大腸菌２成分制御系を中心とした転写制御機構の包括
的解析
遺伝子発現制御には転写の開始のみならず、終結、
mRNAの安定性や異常タンパク質の発現防止メカニズ
ムなど多様な分子機構が存在する。大腸菌をモデルに
してこれらの分子メカニズムとその生理学的意義を包
括的に解析する。

7)大腸菌２成分制御系間のネットワークの解析
大腸菌2成分制御系の解析から、2成分制御系は機能的
相互作用をしつつ情報伝達ネットワークを形成してい
る可能性が示唆された（図２参照）。そこで本来ペアー
を形成している以外のヒスチジンキナーゼとレスポン
スレギュレーター間にリン酸化反応を介したクロスト
ークが存在する可能性を探るためヒスチジンキナーゼ
ならびにレスポンスレギュレーターを精製し、これら
を用いたリン酸転移反応を網羅的に行う。また、大腸
菌内two hybrid法を用いて、ヒスチジンキナーゼとレ
スポンスレギュレーター間、ヒツチジンキナーゼ間、
レスポンスレギュレーター間などの相互作用とその特
異性を解析する。

8)センサーが感知するストレスシグナルの同定
２成分制御系が感知するストレスシグナルを同定する
ことは、機能未知の支配下遺伝子の機能を推定する上
でも重要な知見となる。さらに２成分制御系を介した
細胞応答の生理的意義の理解にも必須である。従って
これまでに見いだされた支配下の遺伝子をレポーター
として、種々のストレスへの応答を解析することで、
センサーが感知するシグナルの同定を試みる。またセ
ンサーの構造情報解析からもシグナルの推定を試みる。

〈研究期間の成果〉
(1)大腸菌の２成分制御系の全遺伝子破壊株の作製とマイ

クロアレイ解析
・大腸菌に存在するすべての２成分制御系のヒスチジン

キナーゼならびにレスポンスレギュレーターの破壊株
を作製しその遺伝子発現変化をマイクロアレイ法にて
解析する計画に従い、すべてを網羅する３６種の欠失
変異株を作製した。これらを用いてLB培地、好気条件
下、37℃、対数増殖期における遺伝子発現パターンを
野生株と比較解析した。その結果、複数の２成分制御
系に制御される細胞機能（RpoS レギュロン、走化性な
ど）を見出し、これらの機能が２成分制御系間の機能
的相互作用を介して制御される可能性を示唆した

（6,8,9）。
・唯一存在するHpt因子、YojNの機能に関し、夾膜多糖
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合成に関わる情報伝達系において機能すること、RcsC
（センサー）とRcsB（レギュレーター）の間のリン酸
リレーを仲介することを明らかにした（4）。

(2)分裂酵母のHis-Aspリン酸リレー情報伝達系の全遺伝
子の破壊株の作製とその表現型の解析

・分裂酵母に存在する全てのヒスチジンキナーゼならび
にレスポンスレギュレーターの破壊株を作製し解析し
た結果、以下の成果を得た（図３参照）。

・レスポンスレギュレーターPrr1がctt1（カタラーゼ）、
trr1（チオレドキシンレダクターゼ）遺伝子の発現を
介して酸化ストレス適応に、またste11（転写因子）遺
伝子の発現を介して減数分裂の制御に関わっている転
写因子であることを見出した（2,7,10）。

・Hpt因子として見出したSpy1と、すでにストレス応答
と細胞周期制御に関わることが報告されていたレスポ
ンスレギュレーターMcs4との間にリン酸転移反応が起
こることを見出した。さらに、Spy1がMcs4の活性を負
に制御することで細胞周期の制御に関与していること
を明らかにした。また3つのヒスチジンキナーゼを同時
に欠失させるとSpy1の欠失株と同様に細胞周期進行の
促進が見られることを見出した。したがって分裂酵母
の２成分制御系が細胞周期制御に密接に関わることが
明らかとなった（1,5）。

・３つのヒスチジンキナーゼを同時に欠失した株におい
ては細胞周期（G2/M）の促進がみられることに加え、
窒素源欠乏シグナルの非存在下において、また嫌気条
件下においても胞子形成を行うことを見出した。変異
株の生理機能の解析よりヒスチジンキナーゼが内在的
な酸化ストレスの感知に関与することを示唆した

（5,7,10,23）。
・分裂酵母の２成分制御系によって制御されるSty1 MAP

キナーゼは、各種ストレスへの適応の関与することが
知られており、定常期での生存率の維持に関わること
も知られていた。分裂酵母の定常期への適応機構を探
る目的で、定常期での生存率が低下する変異株をスク
リーニングした。その結果、lcf1+(long chain fatty acid
CoA ligase)が定常期での細胞生存率の維持に重要なこ
とを見いだした（11）。

(3）大腸菌レスポンスレギュレーター高発現株における
遺伝子発現の網羅的解析

２成分制御系のターゲット遺伝子を検索する目的で、
全レスポンスレギュレーターの高発現株を作製し、そ
のマイクロアレイ解析をおこなった。ここで得られた
データを、２成分制御系の欠失株でのマイクロアレイ
データと総合することにより、レスポンスレギュレー
ターにより活性化される遺伝子群、抑制される遺伝子
群の候補を抽出した。その結果、機能未知の２成分制
御系であるYpdABは糖の取り込みと利用に関わる遺伝
子群を、BasSRは薬剤排出ポンプを制御していること
が示された。その他にも、マグネシウムに応答する遺
伝子群（Mg2+ stimulon）の同定、EvgA/EvgS系によ
り制御される薬剤排出遺伝子群の同定と解析、RcsC-
YojN-RcsB系による情報伝達機構と、制御遺伝子群の
同定、CpxR/CpxA 系による修復遺伝子 (ung) の発現制
御等について明らかにした（13,15,16,28）。

(4) 大腸菌２成分制御系を中心とした転写制御機構の包
括的解析

mRNAの品質管理機構におけるtmRNA系の生理的意義
ならびに作用機構を明らかにした。SsrAによるtrans
translationによるmRNAの分解など、RNAの品質管理
に関してその機構、生理学的意義などについて広範な



知見を得た。また、解糖系の阻害に伴ってcapsular
polysaccharide合成系の遺伝子群（cps オペロン）の転
写 が 誘 導 さ れ る こ と を 見 出 し こ の 誘 導 が
RcsC/YojN/RcsB２成分制御系の活性化によることな
どを明らかにした（21,22,29～33,38,39）。

(5) 大腸菌２成分制御系間のネットワークの解析
２成分制御系間のクロストークを網羅的に解析するた
めに、全てのヒスチジンキナーゼならびにレスポンス
レギュレーターを精製し、in vitroにおいてリン酸化反
応を行った（図４参照）。その結果、遺伝子構造からペ
アーで機能すると想定されたヒスチジンキナーゼとレ
スポンスレギュレーター間にリン酸転移反応を確認し、
両者がペアーを構成することを示した（図４.矢印を付
した実線）。その上でクロストークの存在を解析したと
ころ、９種類のヒスチジンキナーゼは本来のペアー以
外のレスポンスレギュレーターもリン酸化することを
見出した。また１０種類のレスポンスレギュレーター
は本来のペアー以外のヒスチジンキナーゼからリン酸
転移を受けうることを見いだした。これら候補につい
ては、in vivoにおいても生理学的に意味のあるクロス
トークをしている可能性示唆される。また、リン酸転
移は認められないものの、ヒスチジンキナーゼのリン
酸化レベルを減少させるレスポンスレギュレーターが
存在することも見いだした。これらはリン酸化反応を
阻害することで情報伝達を制御しうるレスポンスレギ
ュレーターが存在することを示唆した。クロストーク
の生理的意義に関しても解析を進め、ArcBヒスチジン
キナーゼがRssBレスポンスレギュレーターをリン酸化

（クロストーク）すること、このクロストークが大腸菌
RNAポリメラーゼのσS因子の発現制御に関わること
を示した（12,40）。

(6) センサーが感知するストレスシグナルの同定
capsular polysaccharideの合成制御に関わることが示さ
れていたRcsC/YojN/RcsB 2成分制御系に関しては、グ
ルコース、亜鉛、低温がストレスシグナルとなってい
ることを同定した。加えて、RcsC/YojN/RcsB系の上
位には、2成分制御系PhoPQが存在し、前述の亜鉛シ
グナルは、PhoPQ系を介してRcsC/YojN/RcsB系に伝
達されることも見出した。これは、2成分制御系間のネ
ットワーク（カスケード制御）の1例と考えることがで
きる（6,8,9）。

上述の研究成果に加え、本研究で完了あるいは進行中
の解析結果、ならびにこれまでの知見を総合すると、大
腸菌に存在する約30種類の２成分制御系のほぼ全てに関
して、感知するストレスシグナルや細胞機能の同定が進
んだ。それによると大腸菌では、２成分制御系は応答す
るストレスシグナルによって３つに大別できること、そ
れらは代謝シグナル応答（炭素、窒素、呼吸関連化合物
など）、イオン/金属ストレス応答（Fe, Cu, Mg, Zn, K, P
など）ならびに多面的ストレス応答（細胞表層ストレス、
酸化ストレス、浸透圧ストレスなど）であることが示さ
れた。さらにマイクロアレイやSELEX法を用いた解析に
より、各２成分制御系により制御される遺伝子群（レギ
ュロン）の同定とレスポンスレギュレーターの認識配列
の同定ならびに推定も進んだ。

他方、これまでの解析から存在が示唆されてきた２成
分制御系間のネットワークに関する研究では、精製タン
パク質を用いた網羅的リン酸化反応解析を行い、クロス
トークの存在を明らかにした（図４）。さらに、ヒスチジ
ンキナーゼの自己リン酸化、ヒスチジンキナーゼからレ
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スポンスレギュレーターへのリン酸転移、リン酸化型レ
スポンスレギュレーターの脱リン酸化の各反応ステップ
によって、それぞれの２成分制御系が特徴づけられるこ
とが明らかとなった。今後、これらin vitroでの解析成果
をin vivoの各２成分制御系の働きとの関連で解析を進め
れば、さらに知見を蓄積することができよう。その他、
網羅的解析の成果を元に、個別の研究も進行した。一例
として、嫌気状態の感知に関わる２成分制御系が鞭毛合
成の制御に関与することなどが明らかとなった。

本研究を遂行する過程で多くの重要な研究リソースも
蓄積した。例として、全２成分制御系遺伝子の欠失株セ
ット、全遺伝子の高発現セット、全タンパク質精製用の
発現プラスミドセットと精製タンパク質、大腸菌内two
hybrid解析用プラスミドセット、各２成分制御系の活性
化状態をモニターするためのレポーター遺伝子セットな
どがある。これらのリソースは、この分野の今後の研究
の進展においても重要な役割を果たすことが期待される。



〈国内外での成果の位置づけ〉
大腸菌２成分制御系の研究者は世界的にも多く、個々

の機能解析には膨大な情報の蓄積がある。しかしながら
全２成分制御系を対象に情報伝達ネットワークの解明を
目指して網羅的解析を進めた例はなく、特にアレイデー
タの情報は多くの研究者にとって有益な知見となると思
われる。事実、大腸菌２成分制御系の欠失株のマイクロ
アレイ解析結果を報告した論文は、 2 0 0 3年Mo l .
Microbiol.誌on-lineにおいて参照された上位50論文になっ
たとの報告を受けた。データが利用しやすい形で公開さ
れ、多くの研究者に重要な情報を提供したと考えている

（6,8,41）。
２成分制御系間の機能的ネットワークを解析するため

に行った網羅的クロストークの解析結果はin vivoにおい
て意味のあるクロストークを行う２成分制御系を抽出す
るのに重要な知見を与えた（図４）。また２成分制御系間
にカスケード制御の一例も見いだした。これらの結果は
２成分制御系を介した情報伝達ネットワークが存在する
事を強く示唆しており、本研究分野に新しい概念をもた
らす可能性が高い（図２）。これらの成果は、大腸菌以外
の生物種における２成分制御系研究にも重要な視点を提
供できたと考えている。

分裂酵母においては、２成分制御系が有糸分裂と減数
分裂の２大イベントの制御に関与していること、ストレ
ス応答型MAPキナーゼの上流で機能し、これの制御に関
わることを示すことができた。またヒスチジンキナーゼ
は、内在的な酸化ストレスをシグナルとして感知してい
ることが示唆でき、この情報伝達系の生理学的重要性の
解明に貢献できた（図３）。他方、定常期ストレスへの応
答に関わる多くの変異株も取得でき、これらの解析から
将来、分裂酵母を基盤とした定常期での細胞応答機構の
解析が進むと期待できる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
概ね、研究は順調に進んだと考える。しかしながら以

下の点に関しては、本研究期間中には達成しきれず、今
後に課題を持ち越した。大腸菌の解析に関しては、マイ
クロアレイ解析結果をもとに、ターゲット遺伝子を同定
する作業において、最終的な証明はin vitroの転写実験や
フットプリント解析などを計画していた。しかしながら
これらの解析は十分には達成できなかった。理由として
扱う候補遺伝子が多数にのぼること、抽出された候補遺
伝子の中には時として擬遺伝子、すなわち間接的に影響
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を受けた遺伝子が存在することなどが挙げられ、これら
の解析には、さらに時間を要する。in vitroの網羅的リン
酸化解析は、クロストークを行うヒスチジンキナーゼ-レ
スポンスレギュレーターの候補について重要な知見を提
示した。これとマイクロアレイの解析結果を総合して、
in vivoでのネットワーク網の実態とその生理的意義の解
析を現在も進めているが、期間中に全ての研究を完了す
ることはできなかった。これらに関しては、今後の課題
として残された。２次元電気泳動による大腸菌、分裂酵
母の２成分制御系の欠失株の解析は、定量的、網羅的な
解析に不利な点が多いと判断し、解析初期に中止した。

〈今後の課題〉
大腸菌の２成分制御系によるネットワーク解明のため

には、マイクロアレイデータの詳細な解析のみならず、
生化学的解析（タンパク質リン酸化反応のキネティクス
や細胞内タンパク質量の定量など）や遺伝学的解析（多
重変異株の作製と表現型解析など）をさらに進める必要
がある。ターゲット遺伝子の同定に関しては、新規な解
析法（in vitroの転写系を用いてレスポンスレギュレータ
ーに依存した、あるいはレスポンスレギュレーターのリ
ン酸化に依存した転写反応を行い、その産物をマイクロ
アレイにて同定する手法:ROMAや、ChIP on Chip法）を
導入し、ターゲット遺伝子を同定するよう改善を図る。
本研究では、大腸菌と分裂酵母をそれぞれ原核、真核微
生物のモデルとして取り上げ、２成分制御系の関わる細
胞機能に関する解析を進めた。これらの知見をもとに、
多様な微生物における２成分制御系研究の進展と、比較
解析も今後の課題である。
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大腸菌２成分制御系の欠失変異株における遺伝子発現
プロファイルのマイクロアレイ解析データを公開してい
る。２成分制御系により影響を受ける遺伝子情報や細胞
機能の検索、解析が可能。特にベン図を用いて、複数の
２成分制御系が影響を及ぼす共通遺伝子を容易に検索で
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