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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現はRNA合成酵素（RNAポリメラーゼ）がゲノム上にある遺伝子の転写開始部
位であるプロモーターと呼ばれる特定の配列を認識することで開始される。ゲノム転写制御機構の全体像を理解
する一環で、大腸菌の窒素欠乏に応答するためのシグマ因子RpoNのRNAポリメラーゼホロ酵素およびその補助因
子であるNtrCのゲノム上の標的配列を網羅的に解析し、RpoNホロ酵素のプロモーターの同定に成功した。また、
本来は遺伝子発現を行うためのRNAポリメラーゼがRpoNとホロ酵素を形成することで、遺伝子発現に抑圧的に作
用する場合があることを見出し、Repressive promoterとして提案した。

研究成果の概要（英文）：Gene expression is initiated when RNA synthetase (RNA polymerase) recognizes
 a specific sequence called a promoter, which is the transcription initiation site of a gene on the 
genome. For the RNA polymerase core enzyme in prokaryotes to recognize the promoter, it must bind to
 a subunit called the sigma factor to form a holoenzyme. As part of overall understanding of the 
mechanism of genome transcriptional regulation, we comprehensively analyzed the genomic promoter of 
the sigma factor RpoN holoenzyme and its enhancer NtrC to respond to nitrogen deprivation in E. coli
 and found that RNA polymerase, originally intended for gene expression, has a repressive effect on 
gene expression. Based on our findings, we propose a dual function for the RNAP RpoN holoenzyme, as 
a repressor (in the absence of NtrC) and as a NtrC-activated transcriptase. This repressor type of 
promoter was termed as a repressive promoter.

研究分野： ゲノム微生物学

キーワード： RNAポリメラーゼ　プロモーター　ゲノム転写制御　シグマ因子RpoN　Repressive promoter　gSELEX法
　大腸菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAポリメラーゼRpoNホロ酵素が遺伝子発現に抑制的に作用することが明らかとなり、このプロモーターを
「repressive promoter （抑圧的プロモーター）」と命名することを提案した。これまでにも、プロモーターの
認識がRNAポリメラーゼホロ酵素単体で可能なものを「constitutive promoter（構成的プロモーター）」、何ら
かの補助因子が必要なものを「inducible promoter（誘導的プロモーター）」と呼ぶことを提案してきており、
RNAポリメラーゼによりゲノムから利用される遺伝子が選択される仕組み、また、抑圧される仕組みの本質的な
理解に役立つ成果となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 現在までに数万種類を越える微生物のゲノム配列が決定され、１つの生物を構築する遺伝子
の全体像が明らかとなった。しかし、ゲノム上にはなお、生理機能未知の遺伝子が多く、加えて、
発現され利用される遺伝子の選択システムについては不明な点が多い。全遺伝子の機能情報と
ゲノムの選択的発現の包括制御機構の解明は、21 世紀生命科学の重要課題であるといえる。ゲ
ノム機能の発現制御機構の全体像を理解する目的では，個別遺伝子の情報が最も多く、ゲノム遺
伝子数が現在の解析手法でも解析に耐えられる程度に少ない大腸菌は、この段階でもモデル生
物に相応しい。 
 ゲノムからの遺伝子発現は、転写装置である RNA ポリメラーゼのコア酵素に２種類の分子が
相互作用することによって行われる。まずプロモーターを認識するためのシグマ因子が結合し
てホロ酵素を形成することでゲノム上のプロモーターの認識が可能となり、転写開始点が決定
される。次に転写因子との相互作用によりその強度が決定される。大腸菌ゲノムにおいてはシグ
マ因子が全７種類、転写因子が約３００種類あり、これら全転写制御因子の制御機構および機能
の解明が、ゲノム転写包括制御機構を理解するために必要とされる。 
 研究代表者はゲノムに存在する全遺伝子から転写される遺伝子がどのような仕組みで選択さ
れ、それらの転写水準はどのような仕組みで決まるかを理解する目的で、ゲノム転写包括制御機
構の研究を展開してきた。特に、in vitro において転写因子のゲノム上認識結合領域を直接的に
同定する Genomic SELEX（gSELEX）法を開発し、タイリングアレイ分析と併用することで、
転写因子の直接的な支配下遺伝子群を網羅的に同定する新規実験システム、gSELEX-chip 法を
確立し、多くの転写因子の新規機能解析に成功してきた。シグマ因子については、大腸菌の持つ
全７種類のうち５種類(RpoD, RpoS, RpoH, RpoF, RpoE)それぞれについて、ゲノム上結合領域
を同定し、RNAP ホロ酵素が単独で認識できるプロモーター(constitutive promoter)と補助因子
が必要なプロモーター(inducible promoter) とを識別する重要性を提案し、ゲノムレベルでのプ
ロモーター選択システムの実証を推進してきており、残すシグマ因子の解析が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では上述の成果を基盤として、残す２種類のシグマ因子のうち、窒素関連遺伝子群のプ
ロモーター認識に必要な RpoN の制御標的全プロモーターの同定、および、ゲノム転写制御機
構の理解を目指した。RpoN はホロ酵素単独でプロモーターの認識が可能であり、RNAP と DNA
の閉鎖複合体の形成までは行われるが、転写の伸長反応を開始するための開鎖複合体への移行
には、ATP の加水分解をエネルギーとする転写因子の補助が必要である。この転写因子は NtrC
ファミリーに属し、エンハンサーとも呼ばれている。そのため、これまでに研究代表者が
gSELEX-chip 法を用いて解析してきたシグマ因子とは性質が異なり、RpoN のゲノム転写制御
の分子機構の本質を理解するためには、RpoN ホロ酵素に加え、エンハンサーの標的プロモータ
ーについても個別に解析する必要がある。これらの制御ネットワーク解析結果を併せて考察し、
RpoN によるゲノム転写制御機構の全体像を再構築し、理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 gSELEX 法を用いて RpoN ホロ酵素を解析するにあたり、ホロ酵素単独の条件に加えて、そ
の活性に関与する NtrC の単独条件、および NtrC 存在下における RpoN ホロ酵素についても解
析を行った。本研究では以下の研究項目を実施した。 
 ①RNA ポリメラーゼ コア酵素、シグマ因子 RpoN、エンハンサー NtrC をそれぞれ精製し
た。②gSELEX-chip 解析を用いてゲノム上結合領域を同定した。その際、RpoN ホロ酵素単独、
NtrC 単独、そして、NtrC 存在下における RpoN ホロ酵素の結合領域をそれぞれ同定した。③
２で同定された RpoN ホロ酵素単独および NtrC 単独のゲノム上の結合領域を基に、それぞれ
の標的遺伝子群および RpoN ホロ酵素の constitutive promoter を同定した。同様に、NtrC 存
在下の RpoN ホロ酵素の結果を基に、inducible promoter を同定した。④３で得られた結果を
基に、RpoN ホロ酵素のプロモーター配列および NtrC のコンセンサス配列を検証した。⑤ RpoN
ホロ酵素の新規標的遺伝子群に対し、ゲルシフトアッセイを用いて結合を確認し、その親和性に
おける NtrC の依存性を検証した。⑥NtrC 依存型 RpoN プロモーターを持つ新規標的遺伝子群
に対し、窒素欠乏条件下における RpoN および NtrC による標的 mRNA レベルへの影響を、RT-
qPCR 法を用いて観察した。⑦RpoN ホロ酵素および NtrC が抑制的に作用した標的遺伝子群に
ついて、ゲルシフトアッセイを用いて RpoD ホロ酵素との拮抗作用を検証した。 
 
４．研究成果 
 gSELEX 法を用いて RpoN ホロ酵素、NtrC、および、NtrC 存在下における RpoN ホロ酵素の大腸
菌ゲノム上結合領域の同定を試みたところ、それぞれの主要な既知標的遺伝子を含む標的領域
を同定することに成功した（図１）。また、その結果を基盤として、それぞれの標的遺伝子リス
トを作成した（表１）。ここから、NtrC 依存性の RpoN ホロ酵素の標的転写単位数は約 10 個で



あることが示唆された。続いて、gSELEX で同定された NtrC 依存性 RpoN プロモーター配列
を解析したところ、-12 領域に TGC、-24 領域に TGG の配列が保存されていることがわかった。
過去に同定されていた RpoN 認識プロモーターの知見と比較したところ、NtrC 依存性 RpoN プ
ロモーターは-12 領域の TGC の保存性が低く、この性質が NtrC により補助されていることが
示唆された（図２）。 
 

 
図１、gSELEX-chip 法により観察された RpoN ホロ酵素および NtrC の大腸菌ゲノム上結合領
域。縦軸は結合強度、横軸は大腸菌ゲノムの位置情報を示す。(A)RpoN ホロ酵素、(B)NtrC、
(C)NtrC 存在下における RpoN ホロ酵素、(D)A、B、C の結果から各因子の結合領域数とその関
係性を比較した解析結果、および、(E)結合領域から推測された標的遺伝子数とその関係性を比
較した解析結果。 
 

 
表１、RNA ポリメラーゼ RpoN ホ
ロ酵素の各結合領域および近傍遺
伝子の機能情報リストの一部抜粋。
RpoN ホロ酵素は 71 カ所、NtrC
は 93 カ所、NtrC 存在下の RpoN
ホロ酵素は 108 カ所のゲノム上結
合部位が同定された。それぞれの
因子について、各結合領域に対す
るリストを作成し、制御機構の全
体像を解析した。 
 
 
 

 
図２、gSELEX-chip 法により観察された
RpoN ホロ酵素および NtrC の直接的な大腸
菌ゲノム上結合領域から検出された RpoN
プロモーター配列およびNtrCコンセンサス
配列。(A)RpoN ホロ酵素単独で認識するプ
ロモーター配列、(B)NtrC のコンセンサス配
列、(C)NtrC 存在下で RpoN ホロ酵素が認識
するプロモーター配列。 
 
 
 
 
 



 次に、RpoN ホロ酵素および NtrC の NtrC 依存性 RpoN プロモーターの転写制御への影
響を検証した。gSELEX 法により新規に同定された NtrC 依存性 RpoN プロモーター８個
について、ゲルシフトアッセイを用いて、RpoN ホロ酵素および NtrC の親和性を個別に検
証した。その結果、いずれの標的プロモーターにおいても、NtrC 存在下で RpoN ホロ酵素
の結合親和性が上昇することが確認された（図３）。 

 
図３、ゲルシフトアッセイによ
る NtrC 依存性 RpoN プロモ
ーターと、RpoN ホロ酵素、
NtrC、NtrC 存在下の RpoN
ホロ酵素との複合体形成の観
察結果。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 次に、RpoN および NtrC が転写制御へ与える影響を解析したところ、標的遺伝子群の多くは
定説通りに窒素欠乏により RpoN ホロ酵素および NtrC によって発現が誘導された。それに対
して、いくつかの標的遺伝子は抑制されることが見出された（図４）。さらに解析したところ、
RpoN ホロ酵素および NtrC による抑制化は、細胞増殖のための遺伝子発現に必要な RpoD ホロ
酵素と拮抗することにより引き起こされていることが示唆された（図５）。 

 
図４、窒素欠乏時における NtrC 依存性 RpoN 標的遺伝子群の mRNA レベルの観察。(A)窒素
飢餓培地における大腸菌野生株、rpoN 欠損株、ntrC 欠損株の生育曲線、(B)RpoN ホロ酵素お
よび NtrC の既知標的遺伝子群の mRNA 量の比較、(C) rpoN または ntrC の欠損により mRNA
量が低下した新規標的遺伝子群、(D) rpoN または ntrC の欠損により mRNA 量が上昇した新規
標的遺伝子群。 



図５、ゲルシフトアッセイによる RpoN ホロ酵素と RpoD ホロ酵素の拮抗作用の観察結果。(A)
プロモーターDNA プローブの染色による観察、(B)A の結果を RpoN 抗体または RpoD 抗体を
用いたウェスタンブロッティング解析により、複合体に含まれるホロ酵素を区別して観察した
結果。 
 
 これらの結果から、RNA ポリメラーゼ RpoN ホロ酵素が遺伝子発現に抑制的に作用する場合
があることが明らかとなり、このプロモーターを[Repressive promoter （抑圧的プロモーター）]
と命名することを提案した。この研究成果は、RNA 合成酵素（RNA ポリメラーゼ）が遺伝子発
現に抑制的に作用する場合があるという新規な機能を示すと共に、微生物が窒素欠乏に応答す
るための遺伝子群や発現させるための分子機構を理解・応用するために役立つと考えられる。こ
れらの結果を統合し、RpoN ホロ酵素および NtrC による大腸菌ゲノム転写制御機構について議
論し、制御モデルを原著論文にて提案した（Shimada et al. Microbial Genomics (2021)）。 
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