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研究成果の概要（和文）：本研究では希少放線菌Actinoplanes missouriensisが形成する胞子嚢の内部で胞子が休眠状
態に入る過程に必須であることが判明していた二成分制御系のセンサーキナーゼHhkA、およびレスポンスレギュレータ
ーTcrAの解析を中心に実験を進めた。両タンパク質をコードする遺伝子の破壊株と野生株を用いたトランスクリプトー
ム解析により、これらのタンパク質が200を超える遺伝子の発現を制御するグローバルなシグナル伝達経路を担ってい
ることが判明した。TcrAについては、胞子嚢に内包される運動性胞子の形成に必須のべん毛遺伝子クラスターの転写を
直接活性化することをin vitroで示した。

研究成果の概要（英文）：HhkA and TcrA are putative hybrid sensor histidine kinase and response regulator 
of the two-component regulatory system, respectively, and are essential for spore dormancy in sporangia 
formed by a rare actinomycete Actinoplanes missouriensis. Using the hhkA- and tcrA-disrupted strains, 
their transcriptomes were compared with the wild-type strain by RNA-seq analysis, revealing that both 
HhkA and TcrA are involved in the transcription of over two hundred genes. Besides, electrophoretic 
mobility shift assay showed that TcrA directly binds to the upstream regions of the flagellar genes.
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1. 研究開始当初の背景 
 
(1) 多くの細菌は栄養豊富な環境では 1 つの
細胞が 2つの細胞に分裂することにより増殖
することが知られているが、一部の細菌は栄
養源が枯渇したり、増殖に適さない強いスト
レス環境に置かれると胞子を形成する。胞子
は代謝がほぼ停止した状態にある休眠細胞
であり、栄養増殖を行っている細胞と比較し
て様々なストレス条件に対して強い耐性を
持つことが知られている。したがって、この
ような休眠耐久細胞である胞子を形成する
ことは、貧栄養状態に置かれた場合に非常に
有効な生存戦略の 1つであると考えることが
できる。また、炭疽菌や結核菌といったヒト
に対して強い病原性を示す細菌についての
最近の知見から、これらの細菌は宿主細胞内
で代謝が極端に低下した休眠状態に近い細
胞を形成していることが分かっており、これ
らの休眠状態の細胞が抗生物質をはじめと
する薬剤に対して強い抵抗性を示すことが
感染症治療を困難なものにしていることが
明らかになりつつある。細菌の胞子形成機構
については、芽胞と呼ばれる胞子を形成する
モデル生物である枯草菌や、菌糸状に生育し
た後に隔壁の形成により胞子鎖を形成する
Streptomyces 属の放線菌を実験材料として
精力的な研究がなされてきた。一方で、休眠
状態の胞子が自身の周辺環境の変化を感知
し、増殖に適した条件が整った際に休眠状態
を解除して再び栄養増殖を開始するメカニ
ズムについては分子レベルでの知見に乏し
い状況であった。 
 
(2) 研究代表者が研究を行っている研究室で
は、希少放線菌 Actinoplanes missouriensis
を材料として実験を進めている。本菌は培地
中に基底菌糸を張り巡らせて栄養増殖を行
うが、増殖に適さない環境条件では空中に胞
子嚢を形成して休眠状態となる。胞子嚢の中
には多数の胞子が詰まっている。分子実体は
未同定であるものの土壌中に含まれる何ら
かのシグナルと水分を含む湿潤環境に置か
れると、胞子嚢はその環境の変化を感知して
開裂し、内部の胞子を周囲へ放出する。放出
された胞子はべん毛を持っており、水溶液中
を高速で運動する遊走子として発芽に適し
た環境へと走化性により移動する。栄養条件
の良い環境に至ると遊走子はべん毛による
運動を停止し、発芽して菌糸成長を開始する。
このようにA. missouriensisは非常に複雑な
生活環を持つ細菌であり、生活環のそれぞれ
のステージでは外部環境の変化に応じたダ
イナミックな細胞形態の変化が起こってい
る。このような生活環を持つことから、A. 
missouriensis は外部環境を感知し、その情
報を細胞内で伝達する機構を備えているは
ずであり、特に休眠状態の胞子嚢が環境の変
化を感知して覚醒し、栄養増殖に至るまでの
多段階の過程は細胞の休眠と覚醒メカニズ

ムを研究するための格好の材料と言える。 
 
(3) これまでの研究により、A. missouriensis
の胞子嚢の休眠と覚醒に関わる因子として 2
つのタンパク質が見いだされていた。二成分
制御系のレスポンスレギュレーターと相同
性のあるタンパク質 TcrA と、二成分制御系
のハイブリッド型センサーヒスチジンキナ
ーゼと相同性のあるタンパク質 HhkA であ
る。二成分制御系はセンサーキナーゼとレス
ポンスレギュレーターからなり、外界からの
シグナルを感知したセンサーキナーゼから
レスポンスレギュレーターへとリン酸基が
転移されることで情報が伝達され、リン酸化
されることで活性化されたレスポンスレギ
ュレーターが標的遺伝子の転写制御を行う
ことで細胞は環境変化に応答する。tcrA遺伝
子破壊株と hhkA遺伝子破壊株はともに、①
土壌抽出物を含む水溶液中でも胞子嚢が開
裂しない、②胞子嚢内部で胞子の発芽が開始
されている、という非常に類似した表現型を
示したことから、これら 2つのタンパク質が
胞子嚢の休眠状態の維持と開裂を担う一連
の二成分制御系情報伝達経路を担う可能性
が示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 
 A. missouriensisの胞子嚢が休眠状態に入
る一方、環境の変化に応答して開裂し胞子を
放出する過程で鍵となるタンパク質 TcrA と
HhkAの機能を解明することが本研究の目的
である。 
 
３．研究の方法 
 
(1) A. missouriensis 野生株、tcrA 破壊株、
hhkA 破壊株から total RNA を抽出し、次世代
シーケンサーによる RNA-seq 解析を行い、そ
れぞれの株におけるトランスクリプトーム
の比較解析を行った。 
 
(2) 大腸菌を宿主として組換え TcrA タンパ
ク質を発現させ、精製したタンパク質を用い
てべん毛遺伝子クラスターのプロモーター
周辺領域への結合を in vitro で解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) hhkA 遺伝子、tcrA 遺伝子それぞれの欠
失により転写量が変動する遺伝子の全容を
つかむため、これらの遺伝子破壊株と野生株
から RNA を抽出して RNA-seq 解析を行った。
転写解析の結果 hhkA と tcrA はともに胞子嚢
形成培地で6日間培養した時に最も転写産物
量が増大していたことから、この培養条件の
細胞を用いて解析を行った。その結果、tcrA
破壊株では野生株と比較して262遺伝子の転
写量が有意に減少しており、hhkA 破壊株では
野生株と比較して279遺伝子の転写量が有意



に減少していた。このうち 135 遺伝子は tcrA
破壊株、hhkA 破壊株いずれにおいても転写量
が減少していたことから、HhkA と TcrA が一
連の情報伝達経路を担う可能性が強く示唆
された。また、tcrA 破壊株において転写量が
有意に変動していた遺伝子の大部分は野生
株と比較して転写量が減少していたことか
ら、TcrA は転写活性化因子として働くことが
示唆された。 
 
(2) 転写制御因子として働くと考えられる
TcrA の詳細な機能解析を行うため、大腸菌を
宿主としてヒスチジンタグを付加した組換
え TcrA タンパク質を発現させ、精製した。
tcrA 破壊株においては野生株と比較してべ
ん毛クラスターの一部の遺伝子の転写量が
減少していることが過去の実験で判明して
いたため、べん毛遺伝子上流領域に対する
TcrA の結合能をゲルシフトアッセイ法によ
り調べた。その結果、べん毛クラスターの 11
の転写単位のうち3つの転写単位の転写開始
点上流領域に対して TcrA が特異的に結合し
た。TcrA が結合した 3 つの領域に Direct 
repeat配列CGGNTGCAGNGが共通して存在した
ことからこの配列を欠くDNAを調製してTcrA
の結合能を調べたところ、TcrA の結合は見ら
れなくなった。したがって、この Direct 
repeat 配列に TcrA が結合すると結論した。
また、TcrA はリン酸化により活性化されるこ
とが予想されたため、in vitro でリン酸基供
与体として働くアセチルリン酸を反応系に
加えてゲルシフトアッセイを行った。アセチ
ルリン酸を加えた場合には、アセチルリン酸
を加えなかった場合には見られなかった新
たなシフトバンドが観察されたことから、
TcrAのDNA結合様式がリン酸化により変化す
る可能性が示唆された。 
 
(3) 野生株と tcrA 破壊株から RNA を抽出し
て定量 RT-PCR 法により転写解析を行ったと
ころ、tcrA 破壊株では野生株と比較してべん
毛クラスターの全ての遺伝子の転写量が大
幅に減少していた。組換え TcrA タンパク質
を用いた in vitro の解析により、TcrA がべ
ん毛クラスターの 11 の転写単位のうち 3 つ
の転写単位の上流領域に結合することは判
明したが、残る 8つの転写単位の上流領域に
対しては TcrA の結合は観察されなかった。
そこで、RNA-seq 解析による野生株と tcrA 破
壊株のトランスクリプトーム比較解析の結
果を精査したところ、サルモネラ菌のべん毛
遺伝子群の転写に関与することが過去に報
告されているシグマ因子 FliA と相同性の高
いタンパク質をコードする遺伝子の転写量
が tcrA 破壊株では野生株と比較して減少し
ていた。したがって、TcrA によるべん毛遺伝
子群の転写活性化は、TcrA の結合による直接
的な転写の活性化によるものと、TcrA による
fliA 相同遺伝子の転写活性化を介した間接
的な活性化によるものの両者が存在する可

能性が高いことが示唆された。 
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