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研究成果の概要（和文）：網羅的転写解析により glcP遺伝子の破壊が引き起こす効果を調査し
た結果、glcP 遺伝子破壊により 13 遺伝子の発現に著しい変化が観察された。この現象は NTD
を合成できない変異株では起こらないことから、glcP遺伝子破壊によって起こる遺伝子発現の
変化は NTD 合成経路の活性化に依存して起こることを示している。これらの知見は、GlcP が NTD
生合成遺伝子を抑制することにより、これら 13 遺伝子の発現調節に関与していることを示唆し
ている。	
 
 
研究成果の概要（英文）：Bacillus subtilis GlcP negatively regulates a neotrehalosadiamine 
(NTD) biosynthesis operon. Here, we investigated, by use of transcriptome, the effect of 
glcP disruption on gene expression. As the result, the glcP disruption was found to cause 
significant differences in the expression of 13 genes. This effect was, however, completely 
negated in a mutant lacking the ability to synthesize NTD, indicating that GlcP-promoted 
regulation was exerted depending on de novo NTD synthesis. Our findings suggest that 
GlcP participates in regulation of certain genes by repressing the NTD biosynthesis 
operon. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 NTD は、枯草菌野生株では極微量（~１
µg/mL）生産しているにすぎないが、我々の

提唱する微生物の潜在機能開発手法によっ
て RNA ポリメラーゼに変異を導入した結果、
その生産性が劇的に向上（５００µg/mL）し
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た抗生物質であり、NTD 自身がその生合成遺
伝子の発現を活性化するオートインデュー
サーとして機能している。二次代謝経路は通
常、生産菌の生育には必須ではなく、それら
遺伝子はゲノム中で最も不安定な領域であ
るが、NTD 生産能は枯草菌だけでなく納豆菌
や B.	
 circulans、B.	
 pumilus	
 においても確
認されており、二次代謝産物としては極めて
異例である。これらの事実に鑑みれば、NTD
が重要な生理機能を担う菌体外シグナルと
して作用していることは容易に想像できる。
提案者は、そのような着想の基に研究を推進
した結果、グルコーストランスポーターGlcP
をコードする遺伝子が NTD 生合成遺伝子と共
に発現しており、GlcP によるグルコース取り
込み系が NTD 生合成遺伝子の発現を負に制御
している事実を発見するに至った。現在、
様々な微生物のオートインデューサーが知
られているが、グルコース取り込み能を直接
制御するオートインデューサーは例が無く、
本研究は正に微生物の代謝制御へ向けた実
用化研究のブレークスルーとなりうる。なぜ
なら、微生物の代謝経路は解糖系を中心に据
えており、グルコースの取り込みを人為的に
制御することは代謝経路のボトルネックを
開放することに繋がるからである。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、２年間で NTD により制御され
るグルコース取り込み系 GlcP とそれに付随
する遺伝子群を同定して、NTD が関与する遺
伝子発現制御機構の全体像を明らかにする
とともに、既知のカタボライト制御機構との
関連性を明確にする。また、分子生物学的解
析を駆使して NTD 生合成遺伝子の発現制御機
構解明にも取り組む。更に、これら基礎的知
見を統合し、NTD を活用した人為的代謝制御
の基盤技術を整備する。	
 
	
 
３．研究の方法 
(1)使用菌株	
 
	
 本研究に使用した菌株は表１に示した。
グルコーストランスポーターGlcPをコード
するglcP遺伝子破壊株TI214(∆glcP::spc)
は、glcP遺伝子のORF内にスペクチノマイシ
ン耐性遺伝子(spc)を挿入して作製した。
glcP誘導株TI168(ntdABC-pMutinT3-glcP)
は、glcP遺伝子にpMutinT3を挿入すること
により作製した。この株では、glcP遺伝子
の発現はIPTGの添加によって誘導すること
ができる。また、このTI168株のNTD生合成
遺伝子をクロラムフェニコール耐性遺伝子
(cat) で 破 壊 し た TI172 株
(ntdABC::cat-pMutinT3-glcP)も作製した。
lacZレポーター株の作製の為、alsS及び
licB、yyaH各遺伝子の上流領域（それぞれ
495	
 bp、487	
 bp、217	
 bp）をPCRで増幅しamyE

への挿入用プラスミドpDL2にクローニング
し、枯草菌61884株のamyE遺伝子に挿入した。	
 
	
 
	
 
表１ 使用菌株 

Strain Genotype 
61884 trpC2 aspB66 
62019 ∆ilvB kauA1 guaA3 
QB944 trpC2 purA16 cysA14 
TI122 61884 amyE::(PntdABC-lacZ cat) 
TI168 61884 ntdABC-pMutinT3-glcP(Pspac-glcP) 
TI172 61884 ntdABC::cat-pMutinT3-glcP(Pspac-glcP) 
TI214 61884 ∆glcP::spc 
TI216 61884 amyE::(PalsS-lacZ cat) 
TI217 61884 amyE::(PlicB-lacZ cat) 
TI218 61884 amyE::(PyyaH-lacZ cat) 
TI219 61884 ∆glcP::spc amyE::(PalsS-lacZ cat) 
TI220 61884 ∆glcP::spc amyE::(PlicB-lacZ cat) 
TI221 61884 ∆glcP::spc amyE::(PyyaH-lacZ cat) 
TI265 trpC2 guaA3 amyE::(PntdABC-lacZ cat) 
TI266 trpC2 purA16 amyE::(PntdABC-lacZ cat) 
	
 
	
 
	
 
(2)グルコース取り込み能の測定	
 
	
 枯草菌を対数増殖期（OD=0.5）まで培養
後、トリス緩衝液（pH7）で洗浄し、同緩衝
液に懸濁した。細胞懸濁液を37℃で保温し、
14Cラベルしたグルコースを終濃度0.1mMに
なるよう添加した。フィルター濾過により
菌体を回収し、トリス緩衝液で洗浄後、液
体シンチレーションカウンターにて放射活
性を測定した。	
 
	
 
(3)遺伝子発現におけるGlcPの効果	
 
①DNAマイクロアレイによるglcP遺伝子破
壊株の網羅的転写解析	
 
	
 glcP破壊株TI214(∆glcP::spc)と野生株
61884を定常期初期(OD=1.5)まで培養後、集
菌し、Isogen(日本ジーン社)を用いてRNA
を調整した。DNAマイクロアレイ及び枯草菌
ORF特異的プライマーセットはEurogentec
社 よ り 購 入 し 、 逆 転 写 反 応 は
SuperScriptII(Invitrogen社)を用いて行
った。マイクロアレイはScanArray	
 5000マ
イクロアレイリーダー（GSI	
 Lumonics社）
を用いてスキャン後、各シグナル強度は
MicroArray	
 Suite	
 v.3.5(Scanalytics)を用
いて決定した。データはKEGG	
 EXPRESSION	
 
database(http://www.genome.jp/kegg/exp
ression/)に登録した。	
 
	
 
②	
 DNAマイクロアレイ解析結果の検証	
 
	
 マイクロアレイ解析から推定された候補
遺伝子について、定量リアルタイムPCR解析
又はlacZレポーター遺伝子を用いてマイク
ロアレイの結果を検証した。また、glcP誘



導株TI168(ntdABC-pMutinT3-glcP)を用い
て、この効果がglcP欠損に伴うものかどう
かを確認した。さらに、このglcP誘導株
TI168 の NTD 生合成遺伝子を破壊した
TI172(ntdABC::cat-pMutinT3-glcP)株でも
同様の条件で比較した。定量リアルタイム
PCR装置はアプライドバイオシステムズ社
製7300リアルタイム定量PCRシステムを用
いた。	
 
	
 
(4)NTD生合成遺伝子の転写制御機構の解析	
 
NTD生合成遺伝子プロモーター領域とlacZ
遺伝子を連結したPntdABC-lacZをamyE領域に
持つTI122を対数増殖期後期まで培養し、遠
心にて集菌後、培地に再懸濁した。再懸濁
培地は必要に応じてグルコース濃度を低濃
度(0.01%)に変化させた。細胞を再懸濁する
と同時にデコイニン(2mM)のみ、又はデコイ
ニン及びグアノシン(各2mM)を添加し、サン
プリング後、βガラクトシダーゼ活性を測
定した。また、実際のntdABCの発現を確認
する為、同様の実験を行った細胞からRNA
を抽出し、ntdB遺伝子をプローブとした	
 
RNAドットブロッティング法にて発現を確
認した。	
 
	
 
(5)	
 glcP遺伝子破壊のメタボローム解析	
 
	
 glcP遺伝子破壊株TI214及び野生株61884
を用いて、対数増殖期(OD650=0.5)の細胞内
代謝産物を野生株と比較した。代謝産物の
一斉解析はヒューマンメタボロームテクノ
ロジーズ社にて行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)グルコース取り込みにおける GlcP の
効果	
 
	
 本研究では、まず、グルコーストランスポ
ーターGlcP をコードする glcP 遺伝子を破壊
した TI214(∆glcP::spc)を作製した。この株
は、当該遺伝子へのトランスポゾンの挿入に
より得られた以前の変異株と同様、過剰な
NTD 生産（800	
 µg/mL）を示した。グルコース
トランスポーターGlcP の破壊によるグルコ
ース取り込み能への影響を調査したが、野生
株 61884 と比較して顕著な取り込み能の低下
は観察されなかったことから、GlcP の機能は
グルコースの取り込みというよりはむしろ、
培地中のグルコース濃度に応じて NTD 生合成
遺伝子の発現を調節することにあると考え
られる。	
 
	
 
(2)glcP 遺伝子破壊に伴う NTD 過剰生産
が遺伝子発現に及ぼす影響	
 
	
 GlcP機能欠損に伴うNTD過剰生産が遺伝子
発現に及ぼす影響を調査するため、glcP遺伝
子欠損株 TI214 と野生株 61884 を用いて、マ
イクロアレイによる網羅的転写解析を行っ

た。その結果、glcP遺伝子の破壊により alsSD
（アセトイン合成遺伝子）及び maeN（リンゴ
酸トランスポーター）の発現は低下し、
ntdABC	
 の他、licBCAH（リケナントランスポ
ーター）や機能未知遺伝子 yyaHmaa及び yyaJ
の発現が増加することが判明した（表２）。	
 
	
 
	
 
表 2 glcP 遺伝子破壊株における遺伝子発現の変化 

	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 

	
 
	
 
	
 
	
 これら遺伝子発現の変化は、各オペロンの
先頭遺伝子について定量リアルタイム PCR 解
析を実行することにより確認した（表２）。
さらに、alsS 及び licB、yyaH 遺伝子につい
ては各上流領域を lacZ 遺伝子に連結したレ
ポーター株を用いた解析でも確認できた（図
１）。	
 
	
 
	
 

	
 

	
 
図１ P a lsS-lacZ(A)及び P l icB-lacZ(B)、P yyaH-lacZ(C)

の発現における glcP 遺伝子破壊の影響 

● :glcP+ ■:∆glcP::spc 
	
 
	
 
	
 
	
 さらに、glcP 遺伝子の発現を IPTG で誘導
することができる TI168 株を作製し、glcP誘
導（IPTG 添加）又は非誘導（IPTG 無添加）
条件下で培養した細胞を用いて、定量リアル
タイム PCR 解析したところ、glcP非誘導条件
では glcP 欠損と同様の効果を観察する事が



できた（表３）。しかしながら、この glcP誘
導株の NTD 生合成遺伝子を欠損させた TI172
株では、TI168 株で観察された遺伝子発現の
変化が認められなかった。また、TI172 株に
精製した NTD を培地に添加しても glcP 誘
導・非誘導に伴う遺伝子発現の変化は起こら
ないことから、glcP欠損によって起こる遺伝
子発現の変化は、NTD の過剰生産により引き
起こされているものと考えられる。	
 
	
 
	
 
表 3 GlcP に仲介される遺伝子発現制御における NTD

合成の影響	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
(3)	
 NTD 生合成遺伝子の転写制御機構の
解析	
 
	
 GTP は細胞内エネルギー状態を反映するシ
グナルであり、多くの遺伝子発現に関与する
ことが知られている。実際、枯草菌の二次代
謝（バシリシン生産）や胞子形成が細胞内 GTP
濃度の低下により誘発される。そこで、NTD
生合成遺伝子の発現がデコイニン（GMP 合成
酵素阻害剤）により誘発されるかどうかを試
験した(図２)。その結果、NTD 生合成遺伝子
の発現は、デコイニンのみの添加により誘導
され、グアノシンを同時に添加した場合では
誘導されないことから、NTD 生産もまた細胞
内 GTP 濃度の低下により誘導されることが明
らかとなった。意外なことに、グルコースを
同時に低下させた場合には、デコイニンの効
果は観察されないことから NTD 生合成遺伝子
の発現は、グルコース過剰条件下で細胞内
GTP 濃度が急激に低下した時、誘発されるこ
とが判明した。	
 
 前述の結果は、NTD 生合成遺伝子の発現が細
胞内プリン濃度によって制御されているこ
とを強く示唆している。そこで、グアノシン
要求株 TI265(guaA3)およびアデノシン要求
株 TI266(purA16)を使用して、グアノシン又
はアデノシン制限下での NTD 生合成遺伝子の
プロモーター活性を比較したところ、グアノ
シン制限下では NTD 生合成遺伝子の発現が誘
導されるのに対して、アデノシン制限下では
誘導されないことが判明した(図３)。これら
の結果は、枯草菌の NTD 生合成遺伝子の発現
が細胞内のエネルギー状態を反映するこれ
らプリン濃度に対して正反対の制御（細胞内

ATP に対して正、GTP に対して負）を受ける
ことを示している。	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図２ ntdABC の発現におけるデコイニン及びグルコー

スの効果。TI122 を対数期後期まで培養後、デコイニン

(2mM)を含む培地(A)又は、デコイニン(Dec;2mM)及び

グアノシン(Guo;2mM)を含む培地(B)、低濃度グルコー

ス下(0.01%)でデコイニンを含む培地(C)に懸濁し、βガ

ラクトシダーゼ活性を測定した。(D) RNA ドットブロッテ

ィングによる ntdABC の発現。-Glc:グルコース 0.01%、

+Dec:デコイニン添加、+Dec+Guo:デコイニン及びグア

ノシン添加、+Dec-Glc: 低濃度グルコース下(0.01%)で

のデコイニン添加 

	
 
 

 

 

 

 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
図３ ntdABC の発現におけるグアノシン及びアデノ

シンの効果。(A)TI265(guaA3)をグアノシン 0.2mM 又

は 2mM 存在下で培養し、ntdABC プロモーター活性を

比較した。(B)TI266(purA16)をアデノシン 0.2mM 又は

2mM 存在下で培養し、ntdABC プロモーター活性を比

較した。	
 
	
 
	
 
	
 
(4)glcP 遺伝子破壊のメタボローム解析	
 
	
 glcP遺伝子欠損株TI214を用いたメタボロ
ーム解析により、代謝産物の変化を野生株
61884 と比較した。その結果、グルコサミン
やシキミ酸三リン酸、フェニルアラニン等の



代謝産物が野生株と比較して顕著に増加し
ていた。一方、イソロイシン等のアミノ酸や
リボース５リン酸、PRPP、ATP、GTP などは減
少していた。枯草菌が生産する抗生物質バシ
リシンは転写因子 CodY によって抑制されて
おり、細胞内の GTP やイソロイシン等の分枝
アミノ酸濃度の低下で誘導されることが判
明している。glcP遺伝子欠損株においてバシ
リシン生産を負に制御する代謝産物の低下
が観察されたことから、glcP遺伝子欠損に伴
う NTD の過剰生産が別の二次代謝経路である
バシリシン生合成経路を活性化することを
示唆している。	
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