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研究成果の概要（和文）：細菌のストレス応答転写制御の全体像解明を目指した。枯草菌のストレス応答に関わる全部
で19のシグマ因子のうち18のシグマ因子が機能していない株（シグマ因子最少株）を創成し、実質たった1つのシグマ
因子のみで増殖可能であることを明らかにした。シグマ因子最少株は野生株と大きく異なり、定常期には完全に死滅し
てしまうというユニークな表現型を呈した。この定常期死滅を免れる細胞を、数種類取得し、その変異部位の探索を行
った。これらの結果から、定常期細胞の生存を担う、転写と翻訳機構が相互に関係した機構の存在を示唆する結果が得
られた。

研究成果の概要（英文）：We aimed at elucidation of whole transcriptional control mechanism for bacterial 
stress response. The bacillus cells where 18 sigma factors out of all 19 were inactivated was created 
(the stain of sigma-A only) and it was revealed that only one essential sigma factor was enough to grow. 
The vegetative growth of the stain of sigma-A only is identical to that of the wild type strain in a 
nutritionally rich medium, but interestingly the turbidity of the cells are reduced after the exponential 
growth phase suggesting that autolysis of the cells is occurred. Suppressor mutants which escaped cell 
lysis were obtained and their location of mutation was analyzed. Together all this data, it was suggested 
that novel mechanism for cell survival at stationary phase, in which transcription and translation were 
closely related.

研究分野： 微生物遺伝学

キーワード： 転写制御
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)地球上のほとんどの生物は外部環境と隔
絶して生育することは不可能であるので、刻
一刻変化する環境への応答機構の解明はあ
らゆる生物にとって不可欠の研究課題であ
る。 
 
(2)生物の生育に影響を及ぼす環境要因は多
岐にわたり、それに呼応して生物進化の過程
で環境応答機構も複雑化し、比較的単純な細
菌においても、高度なネットワーク構造を形
成している。しかし、種々の網羅的解析可能
な現代でも、生物が長い年月をかけて発達さ
せた、ロバストネス（頑丈性・恒常性）を兼
ね備えたネットワークの複雑性（リダンダン
シー、階層性、クロストーク）が主たる原因
で、未だ一生物の環境応答の遺伝子発現制御
ネットワークの全容解明はなされていない。 
 
(3)枯草菌（納豆菌の類縁）は、生育が様々
な環境要因の影響を受けやすい土壌細菌で
あり、環境応答機構が高度に発達している。
また、高い自然形質転換能を有し、遺伝子組
換えが容易である。これらの特徴は本研究課
題のモデル生物として最適であると考えた。 
 
(4)細菌の主要な環境応答の転写制御機構と
して、シグマ因子と 2成分制御の 2つの系が
知られている。1 つの細菌にそれぞれ複数の
遺伝子が存在し、遺伝子発現制御ネットワー
クが多様化する。枯草菌約4000遺伝子の内、
シグマ因子は 19 遺伝子、2 成分制御系は 31
セット存在している。 
 
２．研究の目的 
 
(1)シグマ因子も 2 成分制御系も進化の間に
多重化し、機能的に重複している。従って単
独破壊では顕著な表現型の変化を示さない
場合が多い。しかし、複数のシグマ因子や 2
成分制御系を同時に破壊することにより、単
独破壊では見つけることのできなかった表
現型と遺伝子発現の新たな変化が検出され
ることが期待された。 
 
(2)枯草菌の高形質転換能を利用し、枯草菌
ゲノム上のシグマ因子や2成分制御系を同時
破壊し、環境応答機構を取り去った、いわば
人工の祖先細胞を創成する。この細胞を基盤
に種々の環境応答機構を解析することによ
り、一生物の、特に環境応答機構の遺伝子発
現制御ネットワークの全容解明を行うこと
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)遺伝子多重破壊株の作製を行った。大規
模多重破壊には発現すると細胞を死に至ら
しめるカウンター遺伝子を選択マーカーと
して用いたネガティブ選択によるマーカー

レス破壊法を重用した。 
 
(2)枯草菌にはゲノム内に複数のプロファー
ジ領域をもち、そのいくつかは DNA 傷害等の
要因が引き金となって溶菌を引き起こす原
因となる。細胞の濁度低下・溶菌を観察する
ために、プロファージ領域を欠失させた枯草
菌株において、遺伝子多重破壊を行った。 
 
(3)マイクロアレイ法や、次世代シーケンサ
ーを用いた方法により、多重遺伝子破壊株と
対照細胞の遺伝子発現プロファイルの差を、
継時的に網羅的に定量解析した。 
 
(4)破壊株では定常期において培養液濁度の
顕著な低下・死滅がおきた。培養を数日間継
続することで、この死滅から回復するサプレ
ッサーと考えられる細胞を取得した。サプレ
ッサー変異を同定し、関与する遺伝子の解析
を行うために全ゲノム再シーケンスを行い、
変異部位を同定した。 
 
４．研究成果 
(1)マーカーレス破壊法により、枯草菌の 19
のシグマ因子のうち 14 シグマ因子遺伝子を
同時に破壊し、4 つは機能できないように不
活化し、実質たった 1つのシグマ因子のみで
増殖可能である株（シグマ因子最少株）を樹
立した。他の細胞に共生や寄生で生きる細菌
の中にはシグマ因子を一つしかもたないも
のもいるが、一般的な培地で独立して増殖可
能な複数のシグマ因子を有する細菌として
は、本研究で世界で初めて、シグマ因子最少
細菌を樹立したことになる。一方二成分制御
系については、40 ほどの遺伝子セットの 8割
の同時破壊を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)シグマ因子最少株についてその親株であ
る野生株と比較し、表現型の変化の解析をい
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くつか行った。環境ストレスのうち、熱スト
レス応答について解析したところ、ストレス
応答シグマを複数破壊したにも関わらず、簡
便な解析では親株との顕著な感受性の変化
は見いだされなかった。シグマ因子の関係し
ない原始的な未知の熱ショック応答機構の
存在が考えられた。一方もっとも大きな変化
は対数増殖後の定常期における生存能力の
低下であり、数日間培養するとほぼ死滅して
しまった（図１）。これはこれまでに報告の
無い表現型であった。この表現型は溶菌を引
き起こす可能性のあるプロファージ領域を
削除しても観察された。 
 
(3)枯草菌にはシグマ因子最少株でみられた、
細胞の溶菌を誘発する機構の存在が新たに
示唆された。そこで、その溶菌を誘発するよ
うな、すなわち抗生作用を有するような物質
の探索を行った。ある種の植物抽出物が、顕
著な溶菌作用を示すことが分かった。その作
用機構についてさらなる解析を行ったとこ
ろ、細胞壁の合成機構の一部を阻害すること
により、溶菌が誘発されたと考えられた。こ
の機構を解析することで、新たな抗生物質開
発につながると考えられる。 
 
(4)シグマ因子最少株について、熱ストレス
応答、および対数増殖後の定常期における転
写プロファイルの違いを網羅的な手法によ
り解析した。(2)で述べた結果同様、意外に
も大きな違いは観察されず、枯草菌は唯一の
シグマ因子で、基本的な転写応答が行えるこ
とが判明した。これらの知見は原始細胞の能
力を、進化した現存の細胞が未だに有してい
ることを実験的に示唆する興味深い知見で
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)シグマ因子最少株は対数増殖は野生株と
同等だが、その後の定常期において培養液濁
度の顕著な低下・死滅がおきる。これは生存
能力の低下と考えられ、シグマ因子最少株固
有の表現型であった。この死滅から回復する
サプレッサーと考えられる細胞の単離を試
みた（図２）。死滅の回復程度の異なる複数
のサプレッサー株を取得し、それぞれ全ゲノ
ムシーケンサーにより変異部位の同定を試
みた。一次的な解析では、構造遺伝子内に特
徴的な塩基置換は見出せなかった。遺伝子を
コードしていない発現調節領域や、全ゲノム

シーケンスで解析できない rRNA オペロンの
変異であることが考えられる。 
 
(6)細菌にはリボソームを不活化して保存し
ておくための因子が存在するが、シグマ因子
最少株ではこの因子を欠失させることがで
きず、その要因は破壊したシグマ因子の一つ
にあることが判明した。リボソームと転写装
置の、定常期細胞の生存における相互の関係
を示唆する今後の展開が期待できる興味深
い結果である。 
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