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研究成果の概要（和文）：枯草菌の２成分制御系DegS-DegUは、様々な生理機能を制御し、その遺伝子はオペロンをな
している。一方、転写因子Spxは多くの機能未知遺伝子とジアミド酸化ストレスに対処するための遺伝子群を制御し、
プロテアーゼClpXPの基質である。報告者は、ClpXPの遺伝子破壊がdegSU転写を増大させる事を見いだし、この効果の
サプレッサー株を4株取得した。これらの株の全ゲノム解析によって、復帰変異はspx遺伝子に起きている事が判明した
。このことは、degSUオペロンがSpxの新たな標的である事を示した。また、グルコース添加が、spx発現を誘導し、そ
の結果degSUも誘導される事を見いだした。

研究成果の概要（英文）：The DegS-DegU two-component regulatory system regulates many cellular events in 
Bacillus subtilis. Genes for DegSU are composed of an operon directed by the P1 promoter.
Spx regulates diamide-stress regulon in addition to many unknown genes and is a substrate of the 
ATP-dependent ClpXP protease. We have found that null mutations for clpX and clpP, which encode subunits 
for ClpXP, enhanced the DegU amount through activation of the P1 promoter. We isolated four suppressors 
for the clpP-enhancing effect. Whole-genome sequencing of the suppressors revealed that the strains have 
a point mutation or deletion in spx. The clpP-enhancing effect on degS-lacZ expression was abolished in 
the spx disruptant. These results showed that the degSU operon is a new target of positive regulation by 
Spx. Furthermore, we found that the P1 promoter was induced by glucose and that this induction was 
greatly reduced in the spx mutant. These results suggested that Spx is involved in glucose induction.

研究分野：細菌分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
生物は各種の酸化ストレスにさらされて生
きている．その中に、タンパク質中のチオー
ル基の酸化で発生するジスルフィド化合物
によるストレスがある。生物はこのストレス
に対抗する手段を進化の過程で獲得してき
たが、枯草菌をはじめとするグラム陽性菌も、
対抗手段として転写因子 Spx を持っている。
Spxはゲノム中のチオレドキシン遺伝子trxA, 
trxB を含む 250 以上のプロモーター領域に
RNA ポリメラーゼに弱く結合したかたちで結
合する。trxA 遺伝子での詳細な解析によれば、
その際プロモーターの-35 配列のすぐ上流に
AGCA 配列がある事が重要だとされている。
Spx で制御される遺伝子は、酸化ストレスに
対応する遺伝子を含むが、機能未知の物も多
い。Spx の活性は複数の水準で制御されてい
る。転写段階では、spx 遺伝子は主要シグマ
因子以外に４種類のシグマ因子と結合した
RNA ポリメラーゼで転写されていて、さらに、
転写因子 PerR と YodB で抑制されている。ま
たプロテアーゼ ClpXP が Spx を常に分解して
おり、Spx の細胞内濃度を下げている。ジス
ルフィドストレスが発生すると、ClpX が不活
化されて、Spx を活性化させ、Spx 自体も酸
化還元レベルに対応して活性が変化する。 
 DegS-DegU は、DegS キナーゼが DegU の Asp
残基をリン酸化し、リン酸化型 DegU が制御
下の遺伝子プロモーターに結合して機能を
発揮する。DegS リン酸化の直接的なシグナル
は不明だが、鞭毛の回転停止、鞭毛基底部か
らのフラジェリンの細胞外への輸送、あるい
は外部環境でのメチルサリチル酸の存在な
どとの関連を指摘されている。degSU 上流の
P1 プロモーターとリン酸化型 DegU で活性化
される degU のすぐ上流のプロモーターが
degSU を転写しており、さらに TnrA, CcpA, 
SinR などの転写因子が結合して転写を調節
している事が知られている。また、リン酸化
型 DegU のみを特異的に分解する ClpCP プロ
テアーゼも同定されている。すなわち、ClpCP
はリン酸化型 DegU の分解を通じて degU 転写
を負に制御している。報告者は、さらに、clpP
遺伝子破壊が degSU の P1 プロモーター活性
を上昇させる事を degS-lacZ fusion の発現
量解析により見いだした。また、この性質は
不安定で容易にサプレッサー変異株を得る
ことができた。 
 
２．研究の目的 
 
clpP遺伝子破壊でdegS-lacZの発現量が増大
していたので、そのサプレッサー変異株を取
得した。サプレッサー変異株の全ゲノム解析
により変異点を同定する事で、ClpXP が分解
しているであろうdegSUプロモーター制御に
関わる転写因子を同定し、その degSU プロモ
ーターでの作用領域を明らかにする事を目
的とした。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 変異 degS プロモーターを持つ枯草菌株
の作製: degS プロモーターをプラスミド
pIS284 にクローニングし、大腸菌を宿主にし
て保持させた。各種 PCR 技法を駆使して変異
degS プロモーターを構築した。pIS284 を使
うと枯草菌 amyE 部に作製した遺伝子カセッ
トを導入できるので、この手法で様々な変異
degS プロモーターを持つ枯草菌株を樹立し
た。これらの株に clpP 破壊を導入してその
効果を測定し、clpP 効果の degSU プロモータ
ーでの作用領域を検討した。 
 
(2) サ プ レ ッサー変異株取得 : clpP 
amyE::degS-lacZ 株を一晩 LB 培地で培養し、
X-galを含むLB寒天培地に希釈して塗布しコ
ロニーを形成させた。濃青色に呈色したコロ
ニーと淡青色に呈色したコロニーが得られ、
後者をサプレッサー株であると見なした。 
 
(3) 全ゲノム解析: clpP amyE::degS-lacZ
株とそれに由来した clpP amyE::degS-lacZ 
sup 株の全ゲノム解析は、各株由来の全 DNA
をイルミナゲノムアナライザ II で解析でき
るように前処理して解析を実行した。 
 
(4)βガラクトシダーゼの活性測定: 枯草
菌での常法に従って実行した。 
 
４．研究成果 
 
(1) degS-lacZ に clpP 変異を導入すると、お
よそ４倍程度の発現増大がみられた。この変
異株で5’側と3’側からの欠失をdegS-lacZに
順次導入した結果、転写開始点-41 から+1 ま
での領域が clpP 変異の作用点であった。す
なわちコアプロモーター領域に作用した。P. 
Zuber らの研究では、Spx の作用点は RNAP の
αサブユニットとの接触を可能にする-35 配
列の直近上流の AGCA 配列であるとされてい
るが、そのような配列は degSU プロモーター
領域には存在せず、また、 

 
図１ degSU オペロンの構造と発現制御 
矢印は活性化、T-bar は抑制を示す。 



 
類似した配列に変異を入れても効果がなく、
典型的な例とは作用が異なっている事が予
想された。次にサプレッサー変異の本体を全
ゲノム解析により決定するため、４株のサプ
レッサー株を解析した所、２株が spx の点変
異（Y5S）、残りの２株は spx を含む領域の欠
失がみられ、spx が共通した変異箇所だった。
すなわち、Spx 変異がサプレッサー本体であ
る可能性が高く、これを確かめるため、
degS-lacZにclpP変異とspx変異を同時に導
入し、lacZ 活性を測定した所、明らかな発現
低下がみられた。つまり、Spx が degS プロモ
ーターを活性化している一方、ClpXP が Spx
を分解するため、clpP 変異導入で degS-lacZ
の転写活性があがり、また clpP spx の２重
変異株では活性低下がおこるという事が判
明した（図１）。また、Spx の C 末端に DD 残
基を付加するとClpXPに抵抗性となる事が知
られている。そこで、IPTG により抵抗型 spx
遺伝子を導入、既存のspxは破壊しておくと、
IPTG濃度依存的にdegS-lacZ発現が増大する
事を観察した。このことも、先のシナリオが
妥当である事を示している。ただ、degSU プ
ロモーターの in vitro 転写実験では、Spx の
正の効果を確認することはできず、さらに未
知の転写因子が必要であるか、あるいは Spx
のリン酸化、アセチル化などの翻訳後修飾が
必要である事が示唆された。 
 
(2) 報告者は、degSU プロモーター活性が,
培地へのグルコース添加で数倍程度に誘導
される事を見いだした。この効果は、グルコ
ース応答の master 制御因子 CcpA には無関係
であった。また、この誘導は spx 破壊株では
顕著に低下した。Spx が degSU プロモーター
のグルコース誘導に必要である事は、Spx に
よる遺伝子発現制御として初めて見いださ
れた形質である。この現象から、spx 発現自
体が CcpA 非依存的にグルコース誘導を受け
るのではないかと考え、spx オペロンが持つ
２つのプロモーターの lacZ 融合体をそれぞ
れ作製し確かめた所、予測が正しい事が確か
められた。Spx 遺伝子プロモーターは、ハウ
スキーピングな SigA と ECF シグマ因子であ
る SigM/X/W の合わせて４つのシグマ因子で
転写されている。このうちどのシグマ因子が
グルコース誘導に責任があるのか調べた所、
SigM と SigX がグルコース誘導に必要である
ことが判明した。 
 
(3) degSU プロモーターがグルコースによる
発現誘導を受けている現象の解析過程で、
degU プロモーターも同じくグルコースによ
る発現誘導を受けている現象を見いだし解
析した。その結果、カタボライト制御の
master regulator である CcpA が直接 degU プ
ロモーターに結合して、活性化している事、
及び DegU-P を分解する ClpCP が CcpA 依存的
にグルコースによる負の制御を受けており、

このことも degU プロモーター活性化に寄与
している事を明らかにした。これらの成果を
論文発表した。 
 
(4) また、申請者は degSU オペロンの発現制
御自体も従来より追求してきた。その結果、
新たにバイオフィルム形成のマスター制御
因子 SinR による degU プロモーターの発現制
御を見いだした。SinR タンパク質は、degU
プロモーターへ直接結合し、さらに SlrR と
の複合体を形成していた。このプロセスを詳
細に解析し論文発表した。 
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