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研究成果の概要（和文）：二種のお互いに近縁の土壌細菌を対象としてカタボライト調節メカニ

ズムの解明を目的に研究を行った。その結果、抑制炭素源の存在が認識されるには抑制炭素源

が細胞内である程度代謝される必要があることを示す結果を得た。また PTS システムがカタボ

ライト調節に関与することを示す結果を得るとともに、二成分調節系の BphPQ に関して、

BphQ が標的プロモーターを活性化するには BphP が必要であること、また、BphP の 
C 末端ドメインには構成的な BphQ 活性化能があることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Mechanisms of the catabolite control were investigated using two 
soil bacteria.  Sensing by the bacteria of the repressive-carbon sources were achieved after 
the repressive-carbon sources were metabolized.  The vidences that PTS systems might 
play a role in the catabolite control were obtained.  It was also found that BphQ-mediated 
promoter activation required BphP, and the C-terminal domain of BphP had an activity to 
activate BphQ even in the presence of the repressive carbon sources. 
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１．研究開始当初の背景 
微生物の遺伝子の発現に影響を与える細胞

システムの一つとしてカタボライト調節メ

カニズムがある。多くの細菌細胞は、その

炭素源資化におけるヒエラルキーを保有し

ており、例えばグルコースなどの特定の炭

素源を優先的に資化するカタボライト調節

メカニズムを備えている。カタボライト調

節メカニズムは大腸菌や枯草菌などのモデ

ル微生物における研究が先行しておりその

メカニズムが遺伝学的、分子生物学的に解

明されている。その一方で土壌細菌につい

て、抑制炭素源の存在が感知されて遺伝子

発現パターンへと反映させるメカニズムは

明らかになっていない。土壌細菌のカタボ

ライト調節メカニズムを明らかにすること

で、人為起源の難分解性の化合物を効率良

く分解する上での有益な知見が得られるも

のと期待された。 
２．研究の目的 
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本研究課題では、PCB 分解能を持つ土壌環

境細菌 KKS102 株および様々な炭素源に

対する資化能を有する Burkholderia 
multivorans ATCC 17616 株が抑制炭素源

の存在を感知して、カタボライト調節され

るプロモーターの活性が低く抑えられるま

での個々の過程を解明することで、そのシ

ステムの全体構成を理解することを目的と

する。 
３．研究の方法 
カタボライト調節メカニズムを以下の 3 つ

の過程に分解し、その各過程についてその

詳細の解明を行う。すなわち(1) 基質の存

在を感知する過程、(2)    感知した情報が何

らかの形に変換されて伝達される過程、(3) 
2 を受けて二成分調節系のレスポンスレギ

ュレーターBphQ の転写活性化能が調節さ

れる過程、である。(1)については、KKS102
株および ATCC 17616 株について抑制炭

素源となる基質について明らかとする。ま

た ATCC 17616 で既に株抑制炭素源であ

ることが明らかになっているグルコースに

ついて、ペリプラズム空間内でのピロロキ

ノリンキノン依存的グルコースデヒドロゲ

ナーゼの活性がグルコースの感知に関与し

ていると推測し、当酵素遺伝子の破壊株を

作製し解析を行う。またグルコースの代謝

に関わると推測される各種の遺伝子を

ATCC 17616 のゲノム情報より見いだし、

破壊株を作製して解析する。(2)については

すでに得られていた抑制炭素源が存在して

もカタボライト調節が起こらないトランス

ポゾン変異株の解析を行う。また情報を介

在することが推測される PTS システムを

構成するタンパク質の遺伝子について遺伝

学的解析を行う。(3)については BphQ の遺

伝子と隣り合って存在する bphP 遺伝子に

コードされるセンサーカイネース BphP が

BphQ の活性調節に関与していることが推

測されていたが、KKS102 株において

BphP が存在しなくてもカタボライト調節

が見られるなどしたために、BphP がカタ

ボライト調節に関与しているかについて明

らかではなかった。そこで BphP がカタボ

ライト調節に関与するかどうかを明らかに

する。 
４．研究成果 

(1)KKS102 株でカタボライト調節されること

が既知の PCB 分解オペロンの pE プロモータ

ーの活性を、Burkholderia multivorans ATCC 

17616 において GFP をレポーターとして容易

に定量が可能な系を構築した。グルコース代

謝系およびガラクトース代謝系の各種遺伝

子の破壊株を作製し、このレポーター系を利

用してカタボライト調節への影響を検討し

た。その結果、ATCC 17616株の抑制炭素源は、

グルコースおよびガラクトースであること、

またグルコースの代謝によって生じると推

定される、グルコン酸、グルコース 6リン酸、

2-デヒドログルコン酸、6-ホスフォグルコン

酸、が抑制能を持つことを見いだした。また

ホスフォグルコン酸デヒドラターゼ遺伝子

の破壊株で、グルコン酸およびフォスフォグ

ルコン酸による抑制が相当緩和されること、

ガラクトン酸デヒドラターゼ遺伝子の破壊

株でガラクトースによる抑制が緩和される

ことを見いだした。これらの結果から、グル

コースやガラクトースそのものではなくこ

れらがある程度細胞内で代謝されることで

抑制のシグナルが生じていることが示唆さ

れた。また、ATCC 17616 株はグルコースを構

成糖とするトレハロースおよびセロビオー

スを単一炭素源として生育が可能であった。

しかしこれらの糖を単一炭素源としたとき

の生育は、グルコースを炭素源としたときの

生育と比較して遅く、またこれらの二糖は抑

制炭素源ではなかった。すなわちカタボライ

ト調節は、グルコースやガラクトースの存在

そのものによって引き起こされるのではな

く、生育基質が一定以上効率良く代謝される

ことにより生じる代謝産物が需要な役割を

果たしていることが示唆された。 

 

(2)ATCC 17616 株の PTS システム関連の遺伝

子について破壊株を網羅的に作製し、これら

がカタボライト調節に関与するかどうかに

ついて解析を行った。本株にはそのゲノム情

報から 2つの PTS システムが存在することが

推測されたがこの両方を同時に破壊した株

において、pE プロモーターはほぼ野生型株と

同等のカタボライト調節を受けることが示

された。この二重破壊株に、PTS システムの

個々の構成要素をコードする遺伝子を導入

すると、pE 活性は大きな影響を受け、導入し

た遺伝子によって異なるが強く抑制される

か、あるいは強く活性化された。また、2 つ

の PTS システムの構成因子の破壊株のうち 3

株は、広範な炭素源の資化能を失った。その

ような炭素源は BphQ の発現レベルを抑制し

た株が資化能を失う炭素源と一致すること

が見いだされ、PTS システムと BphQ の間には

機能的に強く関連することが見いだされた。 

また PTS システムを 2つとも破壊した株にお

いても、グルコース存在下では pE 活性は低

下した。このことから、グルコースの存在を

感知するメカニズムは PTSシステムとは別に

存在し機能していること、PTS システムは pE

活性に強い影響を与える一方で、2 つの PTS

システム全体としては中立であることが推

測された。 

(3)これまで KKS102 株由来の bphPQ 破壊株を

用いた解析により、bphP 遺伝子が欠失してい

ても通常と同程度のカタボライト調節がみ

られることが観察されていることから、BphP



 

 

が BphQ の活性調節に関与しているかどうか

について明らかでなかった。理由として

KKS102 株に BphP に代わる何らかの因子が存

在していることが推測されたため、KKS 株と

は 系 統 的 に 離 れ た Pseudomonas putida 

KT2440 株を宿主とした解析系を構築した。そ

の結果、KT2440 株に bphQ のみを導入しても

pE 活性はほとんど検出されないが、bphP を

同時に導入することでプロモーター活性が

有意に上昇することが確認された。すなわち

BphQをBphPが活性化できることが示された。

また BphP の C 末端領域に存在する推定カイ

ネースドメイン(BphPc)を導入した場合では

強いpE活性が観察され、このドメインがBphQ

の活性化に重要であることが示された。

BphPC を KKS1012 株に導入したところ、炭素

源の存在の有無によらず高い PE プロモータ

ー活性を示した。このことから、BphPcが BphQ

を活性化するのに重要なドメインであるこ

と、また BphP のそれ以外のドメインは BphPc

による BphQ 活性化を抑制する方向に働くこ

とが推測された。グルコースなどの抑制炭素

源がある程度代謝されて生じる代謝産物が、

この抑制を増強する可能性がある。 

あわせて BphPc および BphQ の精製系を構築

した。 

(4)全ゲノム情報を活用してカタボライト調

節について解明するため、Roche 社の 454 FLX

シーケンサーを用いておよそ 190 Mb のリー

ドデータを得て、アッセンブリングを行い

KKS102 株のドラフトゲノム配列を得た。また

得られた配列から、カタボライト調節に関与

することが推察されるいくつかの遺伝子を

見いだし、これらの遺伝子の高発現が pE プ

ロモーターのカタボライト調節に関与する

かどうかについて検討を行った。その結果、

タンパク質のアセチル化/脱アセチル化に関

与すると推定される遺伝子を高発現した場

合に、pE プロモーター活性が変動することを

伺わせるデータが得られ、カタボライト調節

に BphQ のアセチル化が関与する可能性が推

察された。 

(5)解析を円滑に進めるため、コンピュータ

ー上で様々な解析が実行可能なソフトウエ

アGenomeMatcherを作成し、web上で公開し、

またアップデートを行った。 
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