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研究成果の概要（和文）：枯草菌ECFシグマ因子であるSigX依存的な転写がグルコース添加により誘導される現
象（GI）に着目して、RNAポリメラーゼ（RNAP）のアセチル化を介した新規転写誘導機構の解明を目指した。グ
ルコース添加・非添加条件で精製したRNAPでは前者の方がよりアセチル化されていた。また、SigXは前者のRNAP
精製画分にのみ検出され、SigX依存転写活性も高いことがin vitro転写実験より示された。アセチル化模倣変異
によりGIが増強されるリジン残基をbetaサブユニットに見出した。RNAPアセチル化が特定のシグマ因子とのホロ
酵素形成に影響を及ぼす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A possible impact of lysine acetylation in RNA polymerase (RNAP) on 
transcription was explored. ECF-type SigX-dependent transcription is induced by glucose in Bacillus 
subtilis. We found that addition of glucose increased lysine acetylation in RNAP and its holoenzyme 
formation with SigX. Scanning mutagenesis found that acetylation mimic (KQ) mutation of an 
acetylation site in the beta subunit enhanced glucose induction (GI) of SigX-dependent 
transcription. Non-acetylation mimic (KR) mutation of the same lysine residue did not affect GI, 
suggesting that acetylation at the lysine residue was likely involved in GI. This research raised a 
possibility that lysine acetylation may impact on transcription via modulating holoenzyme formation 
of RNAP with specific sigma factors. 

研究分野：応用微生物学、微生物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のリジン残基に起こるアシル化
修飾は、生物に普遍的な翻訳後修飾として知
られている。申請者は、代表的なアシル化修
飾であるアセチル化とスクシニル化が栄養
環境や培養フェーズによって動的に入れ替
わることを見出し、アセチル化およびスクシ
ニル化修飾のプロテオミクス解析を実施し
ていた。アシル化修飾は RNA ポリメラーゼ
（以下、RNAP）やリボソームなど転写や翻
訳の基本装置にも見出され、アシル化修飾の
違いが転写や翻訳に与える影響に興味が持
たれた。 
 枯草菌 SigX は ECFシグマ因子の 1つであ
る。SigX依存転写活性がグルコースにより誘
導される現象（以下、GI）が見いだされた。
ECF シグマ因子は細胞表層ストレスに応答
した遺伝子発現制御を司るが、これまでにグ
ルコースのような栄養基質が ECF シグマ因
子を活性化する例は知られていなかった。グ
ルコース以外に SigX を活性化する炭素源を
検討したところ、ピルビン酸やグリセロール
に効果が認められ、コハク酸に誘導効果はな
かった。また、アセチル化の基質となるアセ
チル CoA の主要供給経路であるピルビン酸
デヒドロゲナーゼの欠損で、GI は消失した。
SigX 依存転写活性を誘導する炭素基質の傾
向は、タンパク質アセチル化を誘導する炭素
基質と良く一致しており、GIにアセチル化が
関与する可能性が示唆された。申請者のアシ
ローム解析で SigX 自身にアシル化修飾は検
出されていなかったが、RNAPのコアサブユ
ニットに複数のアセチル化部位が検出され
ており、RNAPのアセチル化がシグマ因子と
の親和性を制御することにより GI を引き起
こすのではないかとの着想を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、グルコースによる SigX 依存転
写活性の誘導（GI）を材料に、RNAPのアセ
チル化を介した新規な転写誘導機構の解明
に挑戦することを目指した。 
 
３．研究の方法 
GI に対する RNAP アセチル化の関与を調べ
るために、主にシグマ因子と相互作用する β
（RpoB）と β’（RpoC）サブユニットについ
てアセチル化部位の変異体を作製した。
rpoBCは必須遺伝子であるため、amyE領域か
ら野生型 rpoBCを条件的に発現させる系を構
築し、目的変異以外の影響をなるべく排除す
るためにゲノム上の original locusに変異を導
入した。各アセチル化部位に対して、KR（非
アシル化模倣）変異および KQ（アセチル化
模倣）変異体を作成した。SigX依存転写活性
は、thrC 領域に挿入した sigX-lacZ により評
価した。枯草菌からの RNAP 精製は、rpoC
下流に His10タグ配列を挿入し、Ni-NTAレジ
ンを用いて行った。アセチル化の検出は、抗
アセチルリジン抗体を用いたウェスタンブ

ロットまたは nano LC-MS/MS 解析により行
った。 
 
４．研究成果 
 1×S 胞子形成培地に 2%グルコースを添
加・非添加の培養条件から、RNAPを精製し、
nano LC-MS/MS 分析によるアセチル化の検
出を行った。その結果、α, β, β’, ωサ
ブユニットにアセチル化部位が検出され、グ
ルコース添加によるアセチル化部位数とア
セチル化レベルの増加が認められた。また、
MSデータを元に RNAP精製画分に含まれる
シグマ因子の半定量解析を行ったところ、
SigAや SigBタンパク質レベルはグルコース
添加・非添加条件で差がない一方で、SigXと
SigM はグルコース添加条件でのみ検出され
た。このことから、グルコース添加条件では、
SigX を含むホロ酵素形成が促進されている
可能性が示唆された。さらに、この精製画分
を用いて in vitro 転写アッセイを行ったとこ
ろ、SigA依存転写活性はグルコース添加・非
添加条件で精製したRNAP間で差が見られな
かったのに対し、SigX依存転写活性はグルコ
ース添加条件のRNAPでより高いという傾向
が見られた。以上の結果から、RNAPのアセ
チル化が SigX とのホロ酵素形成を促進し、
SigX 依存転写を誘導している可能性が示唆
された。 
 SigX とのホロ酵素形成を促進すると考え
られるアセチル化部位を特定するために、
RNAPサブユニットに見出されたアセチル化
部位に対して、変異スキャン解析を行った。
シグマ因子と主に相互作用すると考えられ
る β（RpoB）およびβ’（RpoC）サブユニッ
トのアセチル化部位を対象とし、変異導入は
ゲノム上の original locus にて行った。また、
RNAPサブユニット変異は致死となる可能性
が考えられたため、amyE 領域から野生型
rpoBCをキシロース依存的に発現させた条件
で変異導入を行い、キシロース非存在下で変
異の評価を行った。合計で 35 の変異株を作
成した。sigX-lacZ活性を指標に GI に与える
影響を検討したところ、あるリジン残基のア
セチル化摸倣変異が GI を増強することを見
出した。対応する非アセチル化模倣変異では
増強の効果は認められなかったことから、ア
セチル化の関与が示唆された。また、当該リ
ジン残基のアセチル化レベルはグルコース
添加条件下で増加していることがMS解析で
確認された。ホモロジーモデル構造を用いて
構造マッピングを行ったところ、当該リジン
残基はホロ酵素形成時に大きく変化するこ
とが知られているG-flap領域内に位置してお
り、この部位のアセチル化が SigX とのホロ
酵素形成に影響を及ぼす可能性が考えられ
た。また、35の RNAP変異株のうち多くは野
生型株と同等の増殖を示したが、いくつかの
変異株について増殖阻害が認められた。 
 分担者の小倉は、並行して ectopic locusで
の変異解析を進めており、上記の変異は



ectopic locusではGIには影響しないことが明
らかとなった。そこで、GIに関与する因子を
同定するためにトランスポゾン変異体の探
索を行った。その結果、CshA を含む 5 つの
候補因子が得られた。CshAは RNAヘリカー
ゼでありRNAPに会合することが知られてい
る。CshAの非アセチル化模倣変異で GIが消
失したことから、CshAのアセチル化が GIに
関与することが示唆された。 
 本研究により、GIに関与する可能性のある
RNAPアセチル化部位を見出すことができた。
original locusと ectopic locusの変異導入系で
結果が一致しなかった原因については今後
検討する必要がある。また、様々なアセチル
化関連遺伝子変異株よりRNAPを精製する系
が得られたので、GI以外の転写活性への影響
を調べることにより、RNAPアセチル化が転
写に与えるインパクトが明らかになること
が期待される。 
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