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研究成果の概要（和文）： 

γポリグルタミン酸は、枯草菌の近縁種である納豆菌のつくる粘りを持つ物質の本体であ
り、その合成酵素は pgsB 遺伝子にコードされている。この遺伝子の発現制御に多機能性転
写因子 DegU が関わっていると予想し、その詳細の解明を目指した。DegU はリン酸化され
て転写を活性化するが、DegU-P の pgsB 制御領域への結合部位を塩基レベルで解明した。
また、pgsB を正に制御するには DegU-P の細胞内濃度が非常に高くなる事が必要と分かっ
た。さらに、DegU-P を特異的に分解するプロテアーゼとして ClpCP 複合体を同定し、試験
管内で、ClpCP が DegU-P を分解する事を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Bacillus natto is a B. subtilis-related bacteria and produces sticky material, which 
is gamma polyglutamic acid (PGA). PGA is synthesized by PGA synthetase encoded by 
the pgsB gene. The regulation of pgsB involves the global-type transcription factor 
DegU. DegU is activated by phosphorylation. We determined the binding sites of DegU-P 
on the pgsB-control region. It was found that positive regulation of pgsB requires 
higher cellular concentration of DegU-P. Furthermore, ClpCP was indentified as a 
specific protease for DegU-P degradation. We confirmed that ClpCP degraded DegU-P 
in vitro.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) PGA 合成酵素遺伝子 pgsB は、すでに同定
されており、その制御因子としてSwrAとDegQ

の２つが必要である事は判明していた。しか
し、それらの作用メカニズムは全く不明であ
った。SwrA は swarming motility の制御因子
として同定されていたが、その作用機構は現



在でも未解明である。DegQ はおそらく DegU
の何らかの機能を亢進させる因子であると
想像されていたが、現在では DegU のリン酸
化を亢進させる事が判明している。枯草菌の
持つ２成分制御系のレスポンスレギュレー
ターDegU は、枯草菌の motility、外来 DNA
取り込み能、分泌性プロテアーゼ生産、バイ
オフィルム形成、ポリグルタミン酸合成など
を制御するグローバルな制御因子である。報
告者は、それらの背景から、DegU-P が pgsB
に直接結合し，その発現を正に制御している
のではないかと予想し、それを確証するため
の実験を行う事とした。遺伝子発現の制御メ
カニズム解明から、PGA 生産性の向上を目指
すためである。それまで、PGA の生産性改良
はランダム変異をかけ高生産株を選択する、
あるいは培地条件、培養条件を改良するなど
の伝統的方法によるものしかなかった。 
 
(2) 細胞内における能動的な、すなわち、ATP
のエネルギーを使ったタンパク質分解は、原
核生物と真核生物の双方において重要な制
御機構であるとの認識が一般化していた。そ
の中でも転写因子の能動的分解は転写制御
の重要な局面である。グラム陽性菌では、そ
のような ATP 依存性細胞内プロテアーゼは、
ClpCP, ClpXP, ClpEP などが知られていた。
ClpXP が転写因子 Spx を、ClpCP が転写因子
ComK を分解する事が明らかにされていた。 
 
２．研究の目的 
 
PGA の生産をコントロールするために、その
制御メカニズムの詳細を明らかにする事は
重要である。pgsB 遺伝子発現制御に直接働く
のは DegU-P であり、DegU-P の高い細胞内濃
度を実現するために、更なる制御因子が必要
であると考えられる。そのため、DegU-P の
pgsB 制御領域への結合の詳細を明らかにし、
さらに、DegU-P の細胞内濃度を高めるための
メカニズムについて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) DegU を大腸菌を用いて高発現させ、親和
性クロマトグラフィーにより精製し、DNase I 
footprint実験やEMSAなどのDNA結合性タン
パク質の性質を解明する実験に用いた。 
 
(2) lacZ fusion に点突然変異等を導入する
には、オリゴヌクレオチドを用いた PCR を駆
使した。 
 
(3) PGA の定量は、培養液から粗精製した試
料を電気泳動し、標品と比較して行った。 
 
(4) DegU の ClpCP による in vitro タンパク

分解実験は、以下のように行った。各構成タ
ンパク質を精製した後に混合、ATP を加えて
加温し、一定時間ごとに試料を採取し、
SDS-PAGE にて定量した。 
 
４．研究成果 

 

(1) γポリグルタミン酸合成酵素をコード
する pgsB の Campbell 型 lacZ fusion を作製
して実験室菌株に導入したが、実験室株では
swrA と degQ に変異があるので、pgsB は発現
しなかった。degQ と swrA を実験室菌株に導
入すると、PGA 生産が起きることが既に知ら
れている。そこで、多コピーdegQ と野生型
swrA を導入した実験室株を作製、pgsB-lacZ
を導入してその発現を確認したところ、
pgsB-lacZ 転写は 1000 ミラー単位を超えた。
この株をグルタミン酸を含む PGA生産培地で
培養し、PGA 生産を確かめたところ、６g/L
程度生産した。そこで、DegU のリン酸化を亢
進させる変異として知られている degU32 と
swrA あるいは degU32 単独で pgsB-lacZ 発現
と PGA 生産がどの程度起きるかを検討した。
この実験の狙いは、pgsB 遺伝子発現と PGA 生
産が比例して増大しているかどうかを調べ
る事にあった。その結果、転写自体は degU32
単独で起きたが（およそ 100 ミラー単位）、
検出可能な水準の PGA は生産されなかった。 
PGA の生産制御：  

タンパク質と遺伝子の相互作用 
 
degU32 と swrA が共存した場合、pgsB 転写は
degU32 単独の場合に比べて３倍程度になり、
PGA も 5g/L 程度生産した。従って、PGA 生産
には、swrA が pgsB 転写以外の何らかの理由
で必須である事が分かった。 
 
(2) pgsB が発現する条件で、プライマー伸張
法により、転写開始点を決定した。その上流
の塩基配列を調べたところ、主要σ因子によ
って転写されるタイプのプロモーターであ
る事が判明した。His タグ DegU を用いた DNA
結合実験で、DegU は pgsB プロモーターの-35
領域のすぐ上流に特異的に結合した。転写開



始点より上流-44から-39塩基を取り除くと、
DegU の pgsB への結合と pgsB-lacZ 発現がな
くなったので、DegU は pgsB の直接の活性化
因子である事が判明した。 
  従って、pgsB 発現の制御機構を理解するた
めには、DegU 自身の発現制御を理解する事が
重要である。DegU は DegU-P で活性化される
ことが最近明らかにされているので、まず、
degU 制御領域のどこに DegU-P が結合するの
かを調べる事にした。 
 
(3) footprint 実験と点変異プロモーターを
持つ lacZ fusion を用いて、DegU-P の degU
遺伝子自身に対する結合部位を明らかにし
た。Footprint 解析で、DegU-P のみが転写開
始点上流-106 から-75 塩基に弱く、-72 から
+7 領域に強く結合した。前者も後者も、DegU
標的配列 GNCATTTA の direct repeat、それ
ぞれ DR1 と DR2 と定義、を含んでいた。EMSA
分析で、これらの領域の DegU-P に対する結
合親和性を測定したところ，DR1 は DegU-P に
対する親和性が弱く，DR2 は高かった事は、
footprint 実験の結果と良く一致した。次に、
各種の点変異や欠失を持つ degU-lacZを染色
体 amyE 部位に導入した菌株を作製した。こ
れらを用いて、野生型 degU とリン酸化が亢
進する変異型タンパク質をコードする
degU32 変異の２種の遺伝的背景で LacZ 解析
を行った。その結果、DR1 は野生型 DegU のも
とでは degU 転写に貢献せず、DegU32 にのみ
応答した。この事は DR1 の DegU-P に対する
親和性が低い事と良く一致した。DR2 は双方
の遺伝的背景で degU 転写に重要だった。ま
た、DR2 に点変異を持つように染色体上の
degU プロモーター領域を改変した菌株を作
製し、degU 転写を測定したところ，ほとんど
発現していなかった。この事は DR2 の degU
転写における重要性を示している。 
 
(4) degU-lacZ の発現解析と抗 DegU 抗体を用
いたタンパク量の測定から、DegU-P が選択的
に分解されている可能性が示唆された。
DegU-P 分解に関わるプロテアーゼを特定す
るため、各種の内因性プロテアーゼ遺伝子破
壊株における DegU タンパク質量を測定し、
ClpCP をその候補として見いだした。培養液
にクロラムフェニコールを添加する事によ
り、細胞内のタンパク合成を停止させると、
DegU タンパク質は１時間でほぼ分解された
が、clpP, clpC 破壊株では安定であった。さ
らに、DegU のリン酸化部位を別のアミノ酸に
置換した株では、DegU タンパクは安定化され
たので、DegU-P が選択的に分解されているこ
とが強く示唆された。ところで、DegU は自己
自身による制御系のループの中にある。つま
り、DegU-P 分解は自己制御系の修飾メカニズ
ムとして働いている事になる。この点を図に

示した。 
   

ClpCPによるDegU-P分解と自己制御系のリン
ク 
 
次に、DegU 分解のメカニズムについて解析し
た。DegU を IPTG 依存的に発現させる系を用
いて、N 末端側のアミノ酸と C 末端側のアミ
ノ酸あわせて１０残基をそれぞれ側鎖の短
いアラニン残基に置換した変異型 DegU を枯
草菌に発現させた。この系で発現した変異
DegU の中から、ClpCP プロテアーゼに抵抗性
の DegU を Western 解析にて検索した。その
結果、N末端側のアミノ酸変異（V4A と N5A）
によりタンパク安定性が増大した。この変異
型 DegU を持つ菌株は DegU が制御する形質の
一つである運動性(swimming motility)が増
大していた。 
 
(5) ClpC, ClpP 及びアダプタータンパク質
MecA を含む in vitro 系に DegS によりリン酸
化した DegU を加えたところ、経時的に分解
されて行く事を見いだした。リン酸化されて
いない DegU は、殆ど分解されなかった。 
 
(6)上記の成果は、PGA 生産制御に関しては論
文３に、DegU 遺伝子自体の自己制御系と
ClpCP による分解については論文２に発表し
た。 
 
①PGA 生産の培地条件検討による生産性制御
に関する研究は、いろいろの菌株を用いて行
われ、その結果が報告されているが、それら
の結果を制御系全体の観点から解釈できる
基盤を明らかにした事は意義が大きい。また、
PGA 生産には，SwrA が必要で、この因子の性
質は依然未解明であるが、DegU との関連性を
示す状況証拠が蓄積しつつある。その観点で
は、SwrA 制御遺伝子の一つである pgsB に直
接 DegU-P が結合する事を示した意義は大き
い。 
 
②特に転写因子 DegU がリン酸化されたとき
に選択的に分解される事の発見は、それまで
知られていなかったタイプの制御であり、大



きなインパクトをこの分野に与えたと考え
られる。そのため、微生物を用いた分子生物
学分野の top journal に発表する事ができた。
今後、このような選択的タンパク分解による
遺伝子発現制御の例が発見されてくる事が
期待される。 
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