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研究成果の概要（和文）：　枯草菌の緊縮応答によりGTP濃度の低下とATP濃度の増加が引き起こされる。その結果、緊
縮遺伝子の転写開始部位にGがあれば負の転写制御が、Aがあれば正の転写制御が起こる。正の転写制御を受ける遺伝子
のなかに胞子形成を開始させるkinAとkinBが含まれ、ATP濃度の増加を感知した正の緊縮制御の作動が胞子形成開始の
前提条件となっていることを明らかにした。
　応用面では負の緊縮制御を受けるptsオペロンの転写開始部位のGをAに変換することにより、緊縮制御時のグルコー
ス代謝を高め正の制御を受ける分岐鎖アミノ酸合成オペロン(ilv-leu)によるイソロイシン産生の効率を5倍以上に高め
ることができた。

研究成果の概要（英文）：   In Bacillus subtilis, stringent response evokes a GTP decrease and an ATP incre
ase. As a result, positive and negative stringent transcription regulation of stringent operons possessing
 adenine and guanine in their transcription initiation sites, occur, respectively. Among positive stringen
t genes are kinA and kinB which are necessary for sporulation initiation. Operation of positive stringent 
transcription of kinA and kinB was found to be prerequisite for sporulation initiation.
   As an approach to the applied field, guanine at the transcription initiation site of the pts operon und
er negative stringent control was converted to adenine, so that glucose metabolism was enhanced in the str
ingent conditions to result in more than 5-fold increase of isoleucine production by ilv-leu operon involv
ed in branched-chain amino acid synthesis which is subjected to positive stringent transcription control.
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１．研究開始当初の背景 
 総じて劣悪な栄養環境に生育する細菌に
とって、アミノ酸飢餓などの栄養状態の飢餓
に対応する細胞応答である緊縮制御は、主と
して大腸菌を研究対象に研究が進められ、
ppGppを介した蛋白質やRNAの高分子物質
合成を含む代謝制御系であることが明らか
にされていた。通常劣悪な土壌環境に生息す
る枯草菌においても、その緊縮制御は ppGpp
を介した代謝制御系であることが証明され
ていた。 
 研究代表者は、枯草菌のポストゲノムシー
ケンス研究であるゲノム機能解明プロジェ
クトに参画し、枯草菌の転写制御ネットワー
クの解明研究を遂行してきた。その結果、枯
草菌には、大腸菌の緊縮制御系とは本質的に
区別できる緊縮制御系が作動していること
を明らかにすることができた。即ち、枯草菌
では、ppGppが RNAポリメラーゼと結合す
ることなく、GTP合成系の GMPキナーゼを
阻害し、生体内のエネルギー状態の指標であ
る GTP の濃度を低下させ、また逆にこの阻
害により AMP 合成を高め、細胞の物質合成
能の指標である ATP 濃度を上昇させること
により、緊縮オペロンの転写制御をしている。
即ち、この GTP濃度の低下および ATP濃度
の上昇が、緊縮オペロンの転写開始速度に影
響し、転写開始部位にグアニンがありアデニ
ンがない場合は負に制御され、アデニンがあ
りグアニンがない場合は正に制御される。こ
の緊縮制御のうち、負の制御を受ける緊縮オ
ペロン群は、リボソーム RNAおよび蛋白質、
炭水化物代謝のキー酵素等で、正の制御を受
けるのはアミノ酸合成や胞子形成初期遺伝
子等で、全体で数百種に及ぶ。また、この緊
縮制御における GTP の濃度の低下は、GTP
をコリプレッサーとする窒素代謝の制御蛋
白質 CodYの抑制解除により、100近くのオ
ペロンの脱抑制を引き起こす。このように、
研究代表者の多大な貢献の結果、枯草菌の緊
縮制御は壮大なネットワークを形成してい
ることが明らかになっていた。 
 
２．研究の目的 
 枯草菌の緊縮制御の基盤として、GTP濃度
の低下と ATP 濃度の上昇が、緊縮オペロン
の転写開始部位にグアニンがありアデニン
がなければ転写開始が抑制され、アデニンが
ありグアニンがなければ活性化される制御
の分子機作の詳細を明らかにする。 
 枯草菌は内生胞子を形成するが、この胞子
形成の過程は細胞分化のモデルと見なされ、
幾多の分子遺伝学的研究がなされ、枯草菌胞
子形成が細胞分化系のなかで最も遺伝学的
解明が進んだ系となっている。しかしながら、
胞子形成開始のトリガーとなる代謝産物は
不明のままであった。胞子形成の開始を担う
フォスフォリレー系の主たる初発反応を担
うのが kinAと kinB遺伝子である。極最近、
研究代表者らは DNA マイクロアレイ解析に

より kinA と kinB 遺伝子が緊縮制御で正に
制御されることが判り、これらの遺伝子の転
写開始部位の塩基種はアデニンであった。こ
のことは、胞子形成の引き金が GTP 合成阻
害に起因する、ATP濃度の上昇による特異的
な kinA と kinB 遺伝子の転写開始反応の活
性化が胞子形成のトリガーではないかと思
われた。この仮説を証明して、今まで不明で
あった胞子形成開始の代謝制御機作を解明
する。 
 枯草菌は産業界で頻用され、分泌酵素やア
ミノ酸や呈味性ヌクレオチドあるいは抗生
物質の生産に使われている極めて有用な細
菌である。上記の基礎研究に加えて、枯草菌
の有用物質の産生系は、概して対数増殖後期
の緊縮制御下にある細胞で担われることが
多く、有用物質生産系の多くは CodYによる
抑制あるいは上述の転写開始の緊縮制御を
受けている。そこでこのように多くの有用物
質生産系を抑制している緊縮制御系から合
目的的に脱抑制させ、有用物質の産生を効率
化させる。 
 
３．研究の方法 
(1) 緊縮オペロンの抽出とそれらの転写開
始点の特定 

 緊縮制御のDNAマイクロアレイ解析結果か
ら、数百のオペロンがこの種の緊縮制御を受
けていると推察できるが、その中で、転写開
始点が同定されているものを DBTBS    
(database of transcriptional regulation 
in Bacillus subtilis)と文献情報を駆使し
て探索し、それらのオペロンの転写開始点
(+1)とその次(+2)の塩基種を解析する。さら
に、緊縮条件と非緊縮条件下での RNA を用い
て cDNA を合成して、次世代シーケンサーを
用いて、その塩基配列情報を得る。それを、
ゲノム配列に貼り付け、緊縮制御条件で変動
するオペロン群を特定すると共に、発現して
いる全オペロンの転写開始点の情報を得る。
このようにして、枯草菌の緊縮制御ネットワ
ークを構成しているオペロンとその転写開
始塩基を明らかにし、枯草菌の転写開始部位
のプリン塩基種に依存した緊縮制御の全貌
を明らかにする。 
(2) 正の緊縮制御を受ける胞子形成開始機
構の解明 

 アミノ酸飢餓やGMP合成酵素の阻害剤であ
る抗生物質デコイニンの添加により引き起
こされる、生体内の GTP 濃度の低下と ATP 濃
度の上昇が緊縮制御ネットワークを作動さ
せ、このことが胞子形成の開始へと導くと推
察される。胞子形成の開始は、センサーキナ
ーゼである KinA と KinB のリン酸化が最終的
に胞子形成の正の制御因子Spo0Aのリン酸化
へと繋がるフォスフォリレーにより担われ
ている。緊縮制御の DNA マイクロアレイ解析
結果によるとデコイニンの添加により kinA
と kinB 遺伝子の誘導が観察された。これら
kinA と kinB 遺伝子の転写の開始部位は A で



あるが、kinA および kinB のプロモーターと
レポーターlacZ 融合系で Aを Gに変換し、デ
コイニン添加での誘導が起こるか否かを検
証する。さらに誘導が起こらなかったらこの
AのGへの置換をin frameで染色体上のkinA
と kinB 遺伝子の転写開始部位に導入し、緊
縮制御で引き起こされる胞子形成の効率を
低下させるか否か検証する。 
(3) 負の緊縮オペロンの転写開始抑制解除
および CodY 抑制解除による有用物質生
産菌の育種 

 アミノ酸飢餓など緊縮制御を引き起こす
増殖条件では、GTP 濃度の低下とともに分岐
鎖アミノ酸などのアミノ酸合成系オペロン
の転写制御因子CodYによる抑制が解除され、
当該アミノ酸合成が高まる。また、ATP 濃度
の増加により、分岐鎖アミノ酸合成などの幾
つかのアミノ酸合成の正の緊縮制御が高ま
る。このことにより、醱酵生産の難しいイソ
ロイシンなどのアミノ酸の生産が高まる。し
かしながら、緊縮制御によりグルコースの取
り込み系(pts)が負の緊縮制御を受けるため、
アミノ酸合成の前駆体の量が低下する。この
負の緊縮制御を回避しイソロイシンなどの
生産能を向上させるための試みとして、染色
体上の pts オペロンの転写開始部位(+1 と+2
がG)をAに変え負の緊縮制御が作動しないよ
うにし、アミノ酸生産能が向上するか検証す
る。 
(4) CcpA に依存するカタボライト制御の解
析 

 通常、土壌細菌である枯草菌はグルコース
などの代謝され易い炭素源の枯渇した緊縮
状態にあると云える。炭素源の供給を感知す
るのが HPr 蛋白質であり、代謝され易い炭素
源が培地中に存在するとP-Ser-HPrが形成さ
れ、CcpA と複合体を形成し cre に結合しカタ
ボライト制御を引き起こす。この CcpA が関
与するカタボライト制御系のうち、脂肪酸分
解レギュロンと FadR とラムノース資化オペ
ロンのカタボライト抑制、および分岐鎖オペ
ロン合成系(ilv-leu)のカタボライト活性化
の機作を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) DBTBS と文献検索によりシグマ A 依存の
転写開始点の明らかなプロモーターを442個
見出すことが出来た。これらの転写開始部位
（+1、+2）の塩基種と DNA マイクロアレイ解
析の結果を合わせたところ、デコイニン添加
により 10 倍以上の負の遺伝子発現変動を示
すものには、転写開始部位にグアニンがあり
アデニンがなく、10 倍以上の正の発現変動を
示すものにはアデニンがありグアニンがな
かった。5 倍以上ではこの法則に従わないも
のがあったが、これは他の転写制御因子によ
る転写制御の影響によるものと思われた。 
(2) デコイニンで引き起こされる緊縮制御
でのDNAマイクロアレイ解析で胞子形成の引
き金となるリン酸リレー系に関与する kinA

と kinB の発現の上昇が観察された。そこで
kinA と kinB の LacZ レポーター解析を行い、
転写開始点 A(+1)を G あるいは C に変換する
とこの緊縮制御による誘導が起こらなくな
ることを確認した。さらに kinB の+1 の A の
Cへの置換ではkinBのプロモーター活性その
ものを低下させた。さらに、染色体上の転写
開始点の Aを Gに変換した菌株を作成したと
ころ胞子形成能に有意に影響した。以上の結
果より、生体内の ATP の高濃度を転写開始点
の Aに依存した kinA と kinB の転写の活性化
で感知することが、胞子形成開始の前提条件
であることが示唆された。 
さらに本研究の LacZ 融合実験において
kinA と kinB 遺伝子のコアプロモーター領域
を用いたため胞子形成開始時の本来の発現
が追跡することができず、さらに広いプロモ
ーター領域を lacZ に融合させ解析した。そ
の結果、kinB のプロモーターの-35 領域上流
に負の制御部位を見出した。 
(3) 負の緊縮転写制御を解除したイソロイ
シンなどの有用物質生産菌育種のため、染色
体上のptsオペロンの+2の Gを Aに in frame
で変えた変異株を分離した。この菌を用いて、
緊縮条件下でのイソロイシンなどのアミノ
酸合成量をメタボローム解析により解析し
たところ、この変異株では緊縮制御下でのイ
ソロイシン等のアミノ酸合成が、野生株を用
いた場合より5倍以上増加していることが判
明した。次に pts オペロンの転写開始部位の
Gの Aへの置換を+1に導入した変異株の作製
を何度も試みたが、この変異株の作成には至
らなかった。 
(4) 枯草菌は自然界で一般的に栄養的に極
めて劣悪な状況におかれる。そのため、枯草
菌にとって栄養劣悪時に作動する緊縮制御
が常態となり、またカタボライト抑制も解除
していると類推できる。この緊縮制御下の代
謝ネットワークの動態を把握するため、まず、
脂肪酸分解系の FadR レギュロンのカタボラ
イト抑制機構を解明した。この FadR レギュ
ロンは長鎖脂肪酸分解系の遺伝子群から構
成されている。このレギュロンのうち 3オペ
ロン（lcfA-fadRB-etfBA、lcfB、fadNAE）が、
CcpA に依存するカタボライト抑制を受けて
いる事を明らかにした。次に、根圏に豊富な
ラ ム ノ ー ス の 分 解 系 オ ペ ロ ン (yuxG 
-yulBCDE)のラムノースによる誘導とそのカ
タボライト抑制機構を解明した。このオペロ
ンのリプレッサーと思われる YulBの DNase I
フットプリントで、そのプロモーターの２つ
の不完全なダイレクトリピートを含む領域
に結合した。また、この制御領域には CcpA
の認識配列である cre が含まれており、この
cre に CcpA と P-Ser-HPr 複合体が結合した。  
YulB は yuxG-yulBCDE オペロンのレプレッ
サーで DeoR ファミリーに属する転写因子で
あり、２つのダイレクトリピートを含む領域
に結合する。この結合様式を明らかにするた 
めに YulB タンパク質を精製したところ、二



量体を形成することが明らかになった。ラム
ノース代謝中間体のラムヌロース-1-リン酸
が誘導物質として作用していると思われ、
YulBのDNA結合に対する効果の検証に用いる
ラムヌロース-1-リン酸を調製することを目
的に、YulE および YulC タンパク質を精製し
た。精製 YulE と YulC の酵素活性を測定した
ところ、YulE はラムノースを異性化し、YulC
は生じたラムヌロースを選択的にリン酸化
した。 
 分岐鎖アミノ酸合成オペロン(ilv-leu)も
また正の緊縮転写制御を受ける。このオペロ
ンのカタボライト活性化の機構の解明研究
を行った。生体外で ilv-leu の転写系を構築
して検証したところ、CcpA と P-Ser-HPr のみ
の添加で転写の活性化が見られた。このこと
により ilv-leu の異化物活性化は CcpA と
P-Ser-HPr の複合体の cre への結合による転
写活性化であると結論づけた。 
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