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研究成果の概要（和文）：細菌の転写制御σ因子の活性を制御する抗σ膜蛋白質について解析し

た。機能未知の膜蛋白質をコードする遺伝子が、σ因子の活性に影響を与えることを新たに見

出した。抗σ蛋白質はσ因子の全長とではなく、C 末端側 200 アミノ酸程度と相互作用してい

ることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Regulation mechanisms of anti-sigma membrane protein which 
regulates the activity of sigma factors in Bacteria was studied. The membrane protein of 
unknown function was newly found to regulate the activity of a sigma factor. It was found 
that the anti-sigma membrane protein can interact with only the C-terminal portion of the 
sigma factor.  
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１．研究開始当初の背景 
細菌の環境応答や細胞間コミュニケーショ
ン、真核細胞内のオルガネラ間の情報伝達な
ど、細胞膜を超えて信号を外から内へ伝達し
転写を変化させることは、生物にとって重要
である。そのしくみの一つとして、シグナル
受容体膜蛋白質を介して、リン酸基やアルキ
ル基などで化学的に転写因子蛋白質を修飾
することでその活性を変化させる信号伝達

系がよく知られている。一方、近年
「 Regulated intramembrane proteolysis 
(RIP)」と呼ばれる、細菌からヒトまで多く
の生物種に普遍的に存在する制御系が注目
を集めている（Brown et al.(2000) Cell 
100:391-408）。膜外のシグナルを受けて、膜
に局在しているプロテアーゼが、転写因子の
前駆体や、転写因子を負に制御している抗転
写因子蛋白質を物理的に切断して、転写を活
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性化する機構である。 
細菌では、ECF（英語の細胞質外機能の略称）
サブファミリーに分類されているσ因子が、
不活性状態では膜結合型の抗σ膜蛋白質と
直接結合し拘束しているが、膜局在プロテア
ーゼによって抗σ膜蛋白質が切断されるこ
とで、自由になり、転写因子としての機能を
発揮するという RIP機構が広く知られている
（ Alba and Gross (2004) Mol Microbiol 
52:613‒619）。σ因子とは、転写装置の本体
である RNA合成酵素の主要な構成成分であり、
全ての細菌および、植物のオルガネラで見出
される普遍的な転写制御因子である。また、
ECFσ因子による制御機構は、細菌の病原性
や共生関係などの興味深い現象も包括した
様々な環境応答現象に、深く関わっているこ
とが示されている。 
グラム陽性の土壌細菌である Bacillus 
subtilis（枯草菌）は 1996 年に全ゲノム塩
基配列が決定されており、ポストゲノム解析
のモデル生物として、広く研究されている。
4100 程の遺伝子からなる枯草菌ゲノム上に
17のσ因子遺伝子があり 7つが ECFσ因子で
ある。ゲノム配列決定後の 1997 年には７つ
全てがほぼ機能未解析であったが、申請者ら
により、枯草菌 ECFσ因子システムの働きが
徐々に判明してきた（図１参照）。７つの ECF
σ因子のうち６つに対してはそれぞれ抗σ
膜蛋白質を同定した。ECFσ因子と抗σ膜蛋
白質の相互作用の組み合わせは厳密(特異
的)で、異なるσ因子、抗σ膜蛋白質同士は
結合しない。抗σ膜蛋白質同士にアミノ酸配
列の類似性はなく、また一つのσ因子に関わ
る抗σ膜蛋白質は１つとは限らないなど、シ
ステムの制御様式は多様である。それぞれの
σ因子－抗σ膜蛋白質システムは独立して
直線的に機能するのではなく、複数のシステ
ムが互いに協調して働き、機能ネットワーク
を形成している。すなわち一つのスイッチ
（環境シグナル）で様々な組み合わせの複数
のシステムが同時にオンになる。 
 
２．研究の目的 
枯草菌の７種類のσ因子－抗σ膜蛋白質シ
ステムの一つは、RIP 機構によって制御され
ている（Schöbelet al.(2004) Mol Microbiol 
52:1091‒1105）が、それ以外についての制御
機構は未だ不明であるので、本研究ではこれ
を明らかにする。また、σ因子－抗σ膜蛋白
質の間の多様な相互作用と、相互作用の特異
性が生じるメカニズムを分子レベルで解剖
する。その上で、本研究は、一つの生物種の
「抗σ膜蛋白質を介したσ転写因子の制御
系群」の全てを、網羅的に解析することで、
単に個別に新たな分子機構を明らかにする
という、それはそれで興味ある結果を導き出
すだけでなく、生物がシステムとして有して

いる機能ネットワーク構造の総体をも明ら
かにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗σ膜蛋白質の制御因子の探索 
トランスポゾン変異法を用いて，グラム陽性
土壌細菌 Bacillus subtilis（枯草菌）168
株の７つの抗σ膜蛋白質の制御因子のスク
リーニングを行う。その際，抗σ膜蛋白質に
与える影響を直接観察するのは困難である
ので，実験対象の抗σ膜蛋白質に対応するσ
因子の活性を用いて，間接的に影響をモニタ
する。σ因子の活性はσ因子が転写に関与す
るプロモーター断片とβガラクトシダーゼ
遺伝子の融合遺伝子を用い，寒天培地で形成
するコロニーのままで測定可能である。候補
株のトランスポゾンの挿入部位は PCR と DNA
シーケンスにより簡便に同定できる。一方，
枯草菌では日欧協力のもとにほぼ全ての遺
伝子の破壊株がそろっているので，このソー
スを利用し抗σ膜蛋白質の活性に影響を与
える変異遺伝子のスクリーニングを行うこ
とも考える。 
また，抗σ膜蛋白質は膜蛋白質であるので，
細胞表層の構造変化が立体構造の変化を引
き起こす可能性も考えられる。細胞膜リン脂
質の組成を変化させることができる，細胞膜
構成成分のリン脂質合成遺伝子の変異株や
種々の細胞壁合成欠損株を用いて，これらの
可能性を検証する。 
 
(2) σ因子－抗σ膜蛋白質の相互作用の分
子機構の解明 
枯草菌の７種のσ因子－抗σ膜蛋白質の相
互作用の特異性を分子レベル解明する。 
酵母ツーハイブリッド法を用いて，σ因子－
抗σ膜蛋白質間の相互作用をモニタする。
PCR ランダム変異導入法やサイトディレクテ
ッド変異法を用いて，σ因子・抗σ膜蛋白質
それぞれのアミノ酸配列の一部を改変した，
変異ペプチドライブラリーを作製し，酵母ツ
ーハイブリッド法で，アミノ酸変化が相互作
用に与える影響をモニタする。その際，対応
するσ因子と抗σ膜蛋白質同士を用いれば，
相互作用に重要なアミノ酸残基を検出でき，
異なるσ因子と抗σ膜蛋白質同士を入れ子
に用いれば，相互作用の特異性に重要なアミ
ノ酸残基を検出できる。この解析には相当数
のクローン，サンプル調整が必要であり，か
なりの時間を要すると考えら。また転写の in 
vitro 系を構築し，σ因子活性の阻害作用を
指標として，抗σ膜蛋白質の活性を直接的に
観察する。 
 
４．研究成果 
(1) 抗σ膜蛋白質の制御因子の探索 
トランスポゾン変異法を用いて、グラム陽性



 

 

土壌細菌枯草菌の７つの抗σ膜蛋白質のう
ちσM について重点的に抗σ膜蛋白質の制御
因子のスクリーニングを試みた。その際、σ
因子の活性はσ因子が転写に関与するプロ
モーター断片とβガラクトシダーゼ遺伝子
の融合遺伝子を用い間接的に、寒天培地で形
成するコロニーのままで測定した。活性に影
響を与える制御因子候補の変異株をいくつ
か取得した。その制御因子候補株のいくつか
のトランスポゾンの挿入部位について PCRと
DNA シーケンスにより決定した。その候補遺
伝子について、破壊株を取得したところ、ト
ランスポゾン挿入破壊株同様にσM 活性に影
響を与えた。その遺伝子産物はアミノ酸配列
上、複数回細胞膜を貫通する膜蛋白質である
ことが予測された。従って、同様に膜蛋白質
である抗σ膜蛋白質との相互作用する可能
性があったので、解析したが、結果は否定的
なものであった、機能詳しく解析中である。 
 
また、抗σ膜蛋白質は膜蛋白質であるので、
細胞表層の構造変化が立体構造の変化を引
き起こす可能性も考えられる。細胞膜リン脂
質の組成を変化させることができる、細胞膜
構成成分のリン脂質合成遺伝子の変異株や
種々の細胞壁合成欠損株を用いて、これらの
可能性を検証した。本解析に用いている枯草
菌に類縁の菌では、ある種のリン脂質合成酵
素がもともと染色体上に存在しておらず、従
って細胞膜を構成するリン脂質組成が大き
く異なっていた。この類縁菌にも枯草菌と同
じσ因子―抗σ膜蛋白質の組み合わせが存
在していたので、この類縁菌のσ因子―抗σ
膜蛋白質を枯草菌内で異種発現させた。しか
し、アミノ酸配列上は非常に類似しているに
も関わらず、この異種σ因子―抗σ膜蛋白質
は枯草菌では正常に機能しなかった。この原
因が膜蛋白質である抗σ膜因子が、膜組成が
異なっていることにより、細胞膜に正常に局
在できていないことが原因であることが示
唆されており、現在解析中である。 
 
(2) σ因子－抗σ膜蛋白質の相互作用の分
子機構の解明 
枯草菌の７種のσ因子－抗σ膜蛋白質の相
互作用の特異性を分子レベルで解析した。 
酵母ツーハイブリッド法を用いて、σ因子－
抗σ膜蛋白質間の相互作用をモニタした。σ
W とσM について枯草菌と類縁の 3 種のバク
テリアに保存されている相同遺伝子候補と
ともに、網羅的な解析を行った、その結果、
σW については相互作用に互換性が見られた
が、σM については個々の生物種内では相互
作用は見られたものの、生物種間では互換性
はみられなかった。このことは進化的にこれ
らのσ因子ファミリーには、種分化後にも保
存されているものや多様化したものの両方

が存在していることを表している。 
 
σW の抗σ膜蛋白質のシステイン残基をサイ
トディレクテッド変異法を用いてアラニン
に置換した。このシステイン残基がジスルフ
ィド結合で結ばれることが、その活性に必要
であるかどうか検討したが、結果は否定的で
あった。抗σ膜蛋白質は膜貫通領域を挟んで
N 末端側で、対応するσ因子と結合できるこ
とが分かっていたが、σ因子側はどの領域が
抗σ膜蛋白質と結合しているか詳細が不明
であるので、これを検討した。σ因子を断片
化し、酵母ツーハイブリッド法で、観察し、
その C末端 200 アミノ酸程が抗σ膜蛋白質と
相互作用していることをつきとめた。 
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