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研究成果の概要（和文）：細菌細胞の生活環において、定常期は、対数増殖停止後の、細胞活動を停止した状態
と考えられていた。枯草菌の転写開始因子の一つシグマIタンパク質を破壊すると、増殖に影響しないが、定常
期に細胞死を誘発したことから、定常期においても、転写による遺伝子発現を伴う、積極的な細胞維持の機構が
あることが判明した。
また、植物親油性香気成分中の、ある種のセスキテルペン化合物が、大腸菌には効果が弱いが、対数増殖期だけ
でなく定常期においても強く枯草菌細胞を溶菌させる顕著な活性を有することを見出した。

研究成果の概要（英文）：It has been thought that growth and metabolism of bacterial cells are paused
 at stationary phase after growing at logarithmic phase. Inactivation of one of the transcriptional 
factor, which regulates the initiation of transcription, SigI, caused cell lysis at stationary phase
 in Bacillus subtilis, while it did not affect logarithmic growth. It was revealed that defined 
molecular mechanisms including transcriptional gene expression are involved in maintenance of 
bacterial cells at stationary phase. 
It was found that a sesquiterpene in plant-derived lipophilic and aromatic compounds possesses the 
activity, which induces the lysis of Bacillus subtilis cells even at stationary phase as well as at 
logarithmic phase.

研究分野： ゲノム遺伝学

キーワード： 細胞死　定常期　転写開始制御　自己溶菌　細胞膜

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで細菌細胞では対数増殖に着目した研究が主であったので、定常期の生理状態、増殖、さらにグラム陽性
細菌について研究した本課題は、学術的にも意義あるものである。
細菌細胞を用いた物質生産は産業界で徴用されているが、活発に代謝している細胞の増殖に応じて、目的産物を
発現させる方法が主である。定常期の代謝状態を利用して物質生産することができれば、増殖に費やすエネルギ
ーを物質生産のみに効率よく転化することが可能である。多くの抗生物質は増殖阻害を標的としているが、定常
期の状態で病原性を発揮する細菌もあるので、定常期細胞に特徴的な機構を標的とした抗生物質の開発にも本研
究は有効である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）極限環境や腸内等生物の体内も含み土壌や海水中など、地球上の細菌の多くは、活発な
対数増殖を行えない栄養の少ない環境で、いわゆる「定常期」の細胞の状態にある。定常期と
は、対数増殖により栄養源が消耗し、また増殖阻害代謝物が蓄積した結果、集団中に増殖する
細胞と死滅する細胞が存在し、従って見かけ上増殖が停止した時期と考えられている。これま
での細菌の解析は実験室で活発に対数増殖を行っている細胞について得られた知見が主で、定
常期の細胞の増殖や死滅に関する分子生物学的解析はあまり行われていない。 
 
（２）細菌のシグマ因子はプロモーターを認識して転写の特異性を担う、RNA 合成酵素の重
要なサブユニットである。細菌は複数のシグマ因子を、生育環境に応じて使い分けている。グ
ラム陰性細菌大腸菌の研究で、RpoS シグマ因子は定常期の生存に必須であり、RpoE シグマ因
子は定常期の細胞死を制御している。これらの解析はグラム陽性細菌ではほぼ行われていない。 
 
（３）グラム陽性細菌のモデル生物である枯草菌のシグマ I シグマ因子は、最初熱ショック応
答に関与するシグマ因子として報告された。研究代表者の解析で、シグマ I の破壊株を、長期
に培養すると、定常期において、著しい濁度の低下に呼応して生菌数の減少がみられた。シグ
マ I が大腸菌の RpoS や RpoE のように細胞の定常期の生存に関与する可能性が示唆された。 
 
（４）植物の親油性の抽出物には香気成分が含まれ、アロマオイルとして広く利用されている。
その多くはテルペン化合物で親油性であることから、増殖中の細胞の細胞膜に作用し抗菌活性
を示すと考えられていた。一方、研究代表者は大腸菌にではなく枯草菌に対して、ある植物親
油性成分が定常期の細胞の溶菌（細胞死）を誘発することを見出した。 
 
２．研究の目的 
 
（１）環境中の細菌の生理状態を理解するためには定常期の細胞の解析が重要である。細菌の
定常期の、対数増殖とは異なる細胞増殖と細胞死に関して、大腸菌等のグラム陰性菌を中心に
分子機構がわかってきている。研究代表者はグラム陽性菌枯草菌で、シグマ I シグマ因子の破
壊株が定常期増殖を維持できず細胞死することから、グラム陽性菌にも増殖と細胞死を制御す
る大腸菌と異なる分子機構が存在することを新たに見出した。そこで本研究では、細菌界全体
の定常期の生理状態の全体像を明らかにするために、グラム陰性細菌と両翼をなす、グラム陽
性細菌の定常期の生理状態を制御する分子機構の解明を目的とした。 
 
（２）一般的に広く使用されている抗生物質は細胞増殖機構を標的としているため、増殖の停
滞している定常期の細胞には有効ではない。一方、植物親油性香気成分が増殖中の枯草菌細胞
だけでなく、定常期の枯草菌細胞特異的に細胞死を誘発することを研究代表者は見出した。こ
のことは、増殖中とは異なる定常期特有の細胞活動にこの成分が作用していることを示唆して
いる。そこで、枯草菌の定常期の細胞死誘発機構を知る手がかりとして植物親油性成分の溶菌
誘発の分子機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）定常期にシグマ Iシグマ因子によって転写が制御される遺伝子（レギュロン）をゲノム
生物学の手法、いわゆるオミクス解析により網羅的に解明する。シグマ I破壊株を用いたマイ
クロアレイ解析によりシグマ Iレギュロン候補遺伝子を抽出する。抽出された遺伝子について、
ノーザンブロット解析や qRT-PCR 解析により転写産物を直接検出したり、プロモーターの活性
をβガラクトシダーゼ等のレポーターにより測定したりすることで、直接シグマ Iが転写に関
わる遺伝子を絞り込む。選別された遺伝子の機能について、未知の場合はその機能を解析し、
シグマ Iレギュロンがどのような細胞機能に関与するのか解析することにより、シグマ Iによ
る定常期の細胞の維持機構の解明を行う。 
 
（２）選別された遺伝子の転写開始点を 5’-RACE 法やプライマー伸長法により決定し、プロモ
ーター領域に共通の塩基配列を見出す。共通配列がシグマ Iによるプロモーターの認識能に関
与しているかを、共通配列に点変異を導入し、プロモーター活性の変化を観察することで、解
析する。 
 
（３）植物由来親油性香気成分を添加した際の、枯草菌細胞への影響を顕微鏡下で観察する。
親油性から考えて、細胞膜への影響が考えられる。細胞膜の傷害の有無を見分けるための蛍光
プローブが市販され、細胞の生死判定に用いられているので、これらを用いて観察する。 
 
（４）植物由来親油性香気成分を添加しても、溶菌しないような、あるいは溶菌が緩和される
ような、サプレッサー変異株の取得を試みる。取得が困難な場合は、まず香気成分に感受性と



なる株をスクリーニングし、そこからの取得を試みる。サプレッサー変異株の染色体 DNA の全
ゲノム配列を次世代シーケンサーにより再決定し、参照株と比較して、塩基変異の部位を同定
する。溶菌誘発現象とサプレッサー原因遺伝子の機能の関係を解析し、定常期において細胞死
誘発のおこる分子機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
（１）シグマ I レギュロンとして、いくつかの遺
伝子を同定した。興味深いことにそれらは大きく
2つのタイプに機能分類できた。１つは細胞表層、
特に細胞壁の恒常性を制御する酵素群であった。
もう一つは DNA のダメージを修復、合成に関与す
るタンパク質であった。前者は細胞外からの環境
ストレスに常にさらされている細胞表層の維持が、
特に定常期に重要であることを示唆している。後
者は種の維持に最も重要な遺伝情報を、活発な
DNA 複製のおこらない定常期に、安定に保存する
ためのシステムであると考えられる（図１）。 
これまで細菌細胞では対数増殖に着目した研究が
主であったので、定常期の生理状態、増殖、さらにグラム陽性細菌について研究した本課題は、
学術的にも意義あるものである。細菌細胞を用いた物質生産は産業界で徴用されているが、活
発に代謝している対数増殖期に、細胞の増殖に伴って、目的産物を発現させる方法が主である。
本研究課題の成果として、定常期にも一定の代謝が維持されていることが判明し、このような
代謝状態を利用して物質生産につなげることができれば、増殖に費やすエネルギーを物質生産
のみに転化して効率よく利用することが可能となる。 
 
（２）シグマ Iが認識し、転写開始に関わる DNA の配列を調べた結果、これまでに知られてい
る、シグマ因子の認識配列と異なる特徴が見出された。一般的に転写開始点の上流 10 塩基と
35 塩基付近に共通した配列が見られるが、シグマ Iの場合、35塩基よりさらに 5塩基ほど上流
に、転写誘導に直接関わる配列が存在した。 
 
（３）植物親油性香気成分中の、ある種のセスキテルペン化合物が、大腸菌には効果が弱いが、
対数増殖期だけでなく定常期においても強く枯草菌細胞を溶菌させる顕著な活性を有すること
を見出した。細胞膜のダメージによる膜透過性の変化により細胞内を蛍光染色する試薬を用い
た、細胞の生死判定により、本成分による細胞膜ダメージが細胞死の引き金になっていること
が判明した。 
 
（４）細胞膜に加え、細胞壁のダメージに応
答するための遺伝子発現機構の欠損により、
植物親油性香気成分の抗細菌作用が増大し
た。細胞膜へのダメージが細胞壁の代謝に影
響し、溶菌を促していることが示唆される。
一方、この感受性株から本成分に対して、部
分的に耐性となる変異を取得した。得られた
変異は、DNA の修復酵素の一種に見られた。
定常期における細胞の品質管理の指標とし
て、細胞表層と DNA の状態をモニターしてい
ることが考えられる。定常期において、ある
程度のダメージが細胞表層や遺伝情報に蓄
積した細胞は、修復をあきらめ溶菌させることで、良質な細胞のみを保存するシステムと考え
られる。多くの抗生物質は増殖阻害を標的としているため、活発な増殖をしていない定常期の
細胞には効果が低い(図２)。定常期の状態で病原性を発揮する細菌も少なからず存在するので、
定常期細胞に特徴的な機構を標的とした抗生物質の開発にも本研究成果は有効である。 
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