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枯草菌染色体 oriC近傍領域の DnaA 結合配列による 

染色体複製の開始制御* 

 

奥村 元 
 

内容梗概 

 
 細菌の染色体複製は、複製開始タンパク質である DnaAが、複製開始点 oriC内の
DnaA-box cluster（DBC）に結合することで開始される。ChAP-chip法による枯草菌
の染色体全域に渡る DnaAの結合プロファイルの解析から対数増殖期では、染色体上の
oriC外に存在する 6箇所の DBCに DnaA分子が安定的に結合しており、その内のいく
つかでは、近接遺伝子の転写を制御していることが分かった。また、多くの Bacillus属
細菌では DBCは異なる遺伝子上流にみられるが、oriC近傍に存在するという共通点が
見出された。本研究では DBCの新規機能を解明するため、6箇所の DBCを削除した欠
損変異株（∆6DBC）を作製しその表現型の解析を行った。蛍光顕微鏡を用いた oriC領
域の細胞内局在解析から、この株では複製開始時期が早まることが明らかになった。さ

らに、∆6DBC株に、spo0J欠損変異を導入した場合、著しい増殖阻害が観察された。
この二重変異株における細胞増殖阻害は、Spo0Jを欠損時に DnaAを活性化する Sojへ
の自然突然変異（SojT88M）、あるいは欠損により回復された。一方で、二重変異株の
表現型は、oriNシステムによる条件下では全く観察されなかった。また、
DBC[yydA-yycS]を∆6DBC株染色体上の異なる領域に挿入した場合、コピー数依存的に
過剰複製が相補された一方、プラスミドによる DBC供給では相補されなかった。さら
に、DBC断片挿入による∆6DBC-∆spo0J株の増殖阻害の回復には、領域依存性が依然
としてあることが明らかになった。以上の結果から、枯草菌染色体上の oriC外に存在す
る DBCは、大腸菌とは異なるメカニズムで複製開始を負に制御し、Spo0J/Sojと並んで、
DnaA活性を適切に維持する主要なシステムであると考えられる。 
キーワード 

DnaA-Box, oriC, 複製開始, 枯草菌 
*奈良先端科学技術大学院大学情報科学研究科情報生命科学専攻学位論文,  

NAIST-IS-DD0661005, 2011 年 8 月 23日. 
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Regulation of initiation of replication by oriC-proximal 
DnaA-box clusters in Bacillus subtilis* 

 
Hajime Okumura 

 
 

Abstract 
 
 

Bacterial chromosomal replication is initiated by binding of DnaA to a DnaA-box 
cluster （DBC） within the replication origin （oriC）. In Bacillus subtilis, six DBCs 
are also found outside of oriC and some are known to be involved in transcriptional 
regulation of neighboring genes.  
A deletion mutant of the six DBCs （Δ6） showed an early initiation of replication. 
Furthermore, inactivation of Spo0J in Δ6 cells resulted in a pleiotropic phenotype, 
resulting in severe growth inhibition. However, a spontaneous suppressor in or a 
deletion of Soj, which stimulates DnaA activity in the absence of Spo0J, counteracted 
the effects. These abnormal phenotypic features were not observed in a mutant 
background in which replication initiation was driven by a plasmid-derived 
replication origin. Moreover, introduction of a single DBC at ectopic positions within 
the Δ6 chromosome sometimes restored the early-initiation phenotype, but this was 
dependent on insertion location.  
We propose that DBCs negatively regulate replication initiation by interacting with 
DnaA molecules and play a major role, together with Spo0J/Soj, to maintain 
appropriate DnaA activity for efficient chromosomal replication. 
 
Keywords:  
Bacillus subtilis, DnaA box cluster, replication initiation, segregation, cell division  
.*Doctoral Dissertation, Department of Information Systems, Graduate School of Information 

Science, Nara Institute of Science and Technology, NAIST-IS-DD0661005, May 9, 2011. 
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I. 序論 
 

I.1. 細菌の複製開始機構 

 DnaAは、細菌染色体DNA複製の複製開始タンパク質であり、基本的に全ての細菌で保

存されている。DnaAには、4個の機能的ドメインが保存されている。ここでは、大腸菌DnaA

を例に挙げるが、各ドメインは以下に示す機能に関与している事が報告されている（図Ⅰ.1）。

ドメインⅠは、DnaA間での相互作用、DiaA結合およびDnaBの oriC-DnaA複合体への導

入に関与している。ドメインⅡは、立体構造上フォールディングされないフレキシブルなリ

ンカー領域である 。ドメインⅢは、一般的なAAA+ Walkerモチーフおよび特有のATP相

互作用を示すモチーフを含んでいる。C末端領域のドメインⅣは、DNA結合ドメインであ

り、特にDnaA-boxと特異的に結合するhelix-turn-helix構造を持つ。 

 
図Ⅰ.1 大腸菌 DnaAドメインの三次元構造 
（a）4個の機能的ドメイン 
（b）ドメインⅠ-Ⅳの立体構造 
Nature Reviews Microbiology （Katayama et al, 2010）より引用 
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 DnaAは、複製開始時において形成されるDNA-タンパク質複合体形成の際、中核的な機

能を担っている。細菌の染色体DNA複製は、複製開始点であるoriC（origin of chromosome）

と呼ばれる1箇所の領域から開始され、その後に続く複製伸長反応は、環状染色体DNA鎖

の反対側に位置する複製集結点 terC（terminus of replication）へと両方向（時計回り、反

時計回り）に進行する。 

 
図Ⅰ.2 大腸菌 oriCにおける複製開始のメカニズム 

oriC領域は、13-bpの AT-richな反復配列と DnaA結合領域を含んでいる。DnaA結合領域に
は、高親和性（紫 box）と低親和性（黄緑 box）2種類の DnaA-boxおよび Integration host factor, 
IHF結合サイト（緑 box）を含んでいる。ATP-DnaA分子は、Aid of DnaA initiator-associating 
protein, DiaAの 4量体および IHFと DnaA結合領域に結合する。この結合により ATP-DnaA
分子が多量体化し AT領域の二重鎖解裂が起きる。その後、DnaB-DnaC複合体内の DNAヘリ
ケース, DnaBが、この一重鎖 DNA領域に DnaAとの相互作用を介して導入される。この DNA
ヘリケース導入の過程において、DnaCおよび DiaAは oriC複合体から放出される。導入され
た DnaBは、一重鎖の領域を拡大させ、DNAプライメース, DnaG導入によりプライマーの合
成が行われる。それに続いて、Pol III* の構成要素である DNAポリメレース IIIホロ酵素とク
ランプ（DNA polymerase III subunit-β, DnaN）が、導入され相補鎖 DNAの合成が開始され
る。岡崎フラグメント合成後、クランプは導入された DNA鎖上に留まる。そして、Pol III*が
別のクランプ分子を導入し新たに岡崎フラグメントの合成を開始する。Nature Reviews 
Microbiology （Katayama et al, 2010）より引用。 

 

 複製開始段階においてDnaAは、oriC内に存在するDnaA結合配列（DnaA-box）に結合

する。この結合配列は、9-bpの非対称性配列（TTATNCACA）であり、oriC内では複数の

DnaA-boxからなるクラスターを形成している（DnaA-box cluster, DBC）。DnaAとDBC
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との結合により、DBC 下流に隣接する DNA-unwinding element （DUE） と呼ばれる

AT-rich領域のDNA二重鎖解裂が促進される（Katayama et al, 2010）。このNucleoprotein

複合体形成までの過程は、基本的に真核生物まで広く保存されており複製開始には必須の反

応であると考えられている。大腸菌においては、二重鎖解裂に続いてヘリケース（DnaB）

がヘリケースローダー（DnaC）により導入され、その後DNA polymerase III holoenzmyme

の β-clamp subunit（DnaN）の導入へと続き、DNA合成が開始される（図Ⅰ.2）。 

 

I.2. 複製開始の制御機構 

 DNA複製が開始されるタイミングは、細胞周期当たり1回の複製しか起こらないよう厳

密に制御されなければならない。この複製開始時期の制御は、負のフィードバック制御をお

こなう複数のシステムにより制御されていると考えられている。（Katayama et al, 2010）。

大腸菌および枯草菌において、これまで報告されてきた複製開始制御に関わる因子を表Ⅰ.1

に、制御システムの概略を図Ⅰ.3（6ページ参照）にまとめた。 

 

表Ⅰ.1 複製開始を制御するメカニズム 
制御因子 制御機構 
大腸菌  

Hda, clamp ADP-Hda-DNA-clamp複合体によるATP-DnaAの加水分解 
datA DnaA結合により複製開始へ利用されるDnaA分子数を減少させる 
SeqA oriC内のヘミメチル化GATCサイトへ結合し、DnaAの結合を阻害する 

dnaAプロモーター配列内のヘミメチル化GATCサイトへ結合 
DnaA dnaAプロモーター領域内のDnaA-boxへ結合 
DARS DBCによるADP-DnaAからATP-DnaAへの再活性化 

  
枯草菌  

YabA, clamp DnaD-DnaAとの相互作用をYabAが競合的に阻害 
DnaN-YabA-DnaA複合体を介してDnaAを oriCから隔離 

Soj, Spo0J Soj単量体によるDnaAとの相互作用によりDnaAを不活化 
Spo0Jは、Sojの内在ATPase活性を促進する 

DnaA dnaAプロモーター領域内のDnaA-boxへ結合 
Nature Reviews Microbiology （Katayama et al, 2010）より引用し一部改編。 
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図Ⅰ.3 大腸菌および枯草菌における複製開始の制御システム 

DnaAは、oriCに結合し複製を開始させる。DnaAは、また ATPおよび ADPを結合するが、
複製開始を活性化するのは ATP型の DnaAである。DNA polymerase III subunit-βをコード
する dnaNは、dnaAとオペロンを構成する。複数の重複したシステムが、ATP-DnaAの細胞内
での濃度と oriCへの結合を抑制制御している。Nature Reviews Microbiology （Katayama et 
al, 2010）より引用し一部改編。 

 

I.3. 大腸菌における複製開始制御 

今日までの大腸菌における研究からは、複製開始を制御する4つの系が報告されている。 

 

1） DnaA分子が、dnaA遺伝子のプロモーター下流のDnaA-boxへ結合することにより

dnaA自身の転写を抑制するシステム（Transcriptional autoregulation of dnaA）。 

2） 大腸菌ではGATC配列はDam methylaseにより両鎖がメチル化されているが、複製さ

れたばかりのDNAは片方の鎖のみがメチル化されている。SeqAは、半メチル化DNAに

結合し、oriCがDam methylaseによるメチル化されることを阻害している。半メチル化

状態では複製開始が起こらないために、連続した複製開始を抑制することができる（oriC 

sequestration）。 

3） DnaAのホモログであるHdaが、DNAに結合したDnaN（β-clump subunit of DNA 

polymerase III）と複合体を形成すると、DnaAに結合しているATPの加水分解を促進す

る。これによりDnaAが不活化される（Regulatory inactivation of DnaA, RIDA）。 
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4） datAと呼ばれる領域には5つの高親和性DnaA-boxが存在しており、この領域にDnaA

分子を結合させ隔離することにより過剰な複製開始を抑制する（DnaA titration）。 

5） DARS（DnaA-reactivating sequence）と呼ばれる2箇所のDBC（DARS1, DARS2）

が、DnaAに結合するADPをATPに交換することでDnaAを再活性化する。 

  

I.4. 枯草菌における複製開始の制御機構 

 枯草菌における複製開始の反応も基本的には、大腸菌と同様であると考えられている。枯

草菌 oriC領域も複数個のクラスター化したDnaA-boxとAT-rich領域を含んでいる。そして

in vitroの解析の結果では、DnaAの結合により誘導されるdnaA-dnaN間にあるAT-rich領

域のDNA二重鎖の解裂が、その後に続く一連の複製装置の導入から伸長反応までを引き起

こし、かつATP依存的であることが分かっている（Fukuoka et al, 1990, Moriya et al, 1994）。

また、dnaA遺伝子の転写は、大腸菌同様にプロモーター配列下流のDnaA-boxへのDnaA

結合によりDnaA自身により自己抑制されている（Ogura et al, 2001a）。しかしながら、枯

草菌では大腸菌のHdaおよびSeqAのホモログは、現在までのところ同定されていない。 

 一方、枯草菌ではYabA、ParABSシステムが、複製開始制御の機能を担っているとする

報告がなされている。YabAは、低（G+C）グラム陽性細菌の中で保存されているタンパク

質である。大腸菌のHda同様にDnaAおよびDnaNと相互作用することが報告されている

（Noirot-Gros et al, 2002）。YabAを欠損させた細胞では、同調性の乱れと共に過剰複製が

誘導される（Hayashi et al, 2005, Noirot-Gros et al, 2002）。しかしながら、複製開始段階に

おけるその制御機構は、大腸菌Hdaとは異なっていると考えられている。当研究室での解析

を通じて提案されたモデルは、DnaD（helicase loader component）とDnaAとの相互作用

をYabAが競合的に阻害することで過剰な複製開始を抑制しているというものである（Cho 

et al, 2008）。一方、 Graumannらのグループは、DnaN-YabA-DnaAという三者の複合体

を通じてDnaAを複製装置に結合させ細胞中央に隔離することにより、複製開始後すぐに細

胞極へと移動するoriCから隔離するというモデルを提唱している （Soufo et al, 2008）。 

 ParABSシステムは、元々大腸菌の低コピープラスミドから娘プラスミドの分配に必須の

因子として同定された （Hiraga, 2000）。このシステムは3つの因子、Walker Box ATPase

のParA、DNA結合タンパク質であるParB、そしてParB結合配列でありセントロメアと

して機能するparS サイトから構成されている。Livnyらは、NCBIデータベース中の400

あまりのゲノム配列を用いた比較ゲノム解析から、ParA、ParBばかりでなくparS サイト
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と推定される配列が、69%の真生細菌染色体上に保存されていると報告している （Livny et 

al, 2007）。さらに、parS サイトは、染色体上の複製開始点近位の領域に集中していること

から、oriC領域に関与した何らかの制御に関わっていると提唱している （Livny et al, 2007）。 

 枯草菌では、染色体上に8箇所のparS サイトが存在し、それらもやはりoriC近傍領域に

集中している。また、Soj（ParA）とSpo0J（ParB）が、複製開始制御と染色体分離の制御

に関わっているとする報告がされてきたが、詳細な分子機構は不明であった（Lee & 

Grossman, 2006, Ogura et al, 2003）。しかし最近、Spo0Jが oriC近傍に存在するparS サ

イトへ結合することによって、SMC（Structural Maintenance of Chromosome）タンパク

質の oriC領域への結合を誘導し、そのことが効率的な染色体分離を促進させることがわかっ

てきた（Gruber & Errington, 2009, Sullivan et al, 2009）。GruberとErringtonは、SMC

が複製装置（Replisome）から排出されてくる新生鎖DNAを oriC近傍領域で折りたたみむ

ことにより“Organization center”として機能し、そのことが効率的な染色体分離を促進す

ると提案した（Gruber & Errington, 2009）。重要なことに、Spo0JとSMC間の相互作用は

Sojの欠損には影響されない。このことは、Spo0JがSMC依存的であるがSoj非依存的に染

色体分離の過程に関わり機能していることを示している。 

 一方、MurrayとErringtonは、Sojがその細胞内局在に依存して、DnaA活性の阻害およ

び活性化を制御する分子スイッチとして機能すること、そして、Sojの活性と細胞内局在は

Spo0Jによって制御されることを示した（Murray & Errington, 2008）。彼らは、ヌクレオ

チドが結合していないSojがDnaAに直接結合し、DnaA活性を阻害することを明確に示し

た。さらに、spo0J欠損株やATP加水分解能を失った変異型Soj（SojD40A）を持つ変異株

では、ATP-Sojが協調的かつ非特異的に染色体DNAへ結合し、DnaAが活性化することを

示した。しかし、DnaAとSojD40A間の直接的な相互作用は、Two-hybrid解析および in vivo

のPull-down法のいずれでも観察されておらず、SojがどのようにDnaAを活性化するのか

については、未だそのメカニズムは明らかにされていない。このようにしてSpo0Jは、Soj

の内在ATPase活性を促進し、DnaA活性を負に制御している （Scholefield et al, 2011b）。 

 

I.5. oriC外のDBCによる新規の機能 

 真核および原核生物いずれの場合においても、複製開始タンパク質への変異導入は多面的

な表現型を誘導する。それらは、細胞周期の様々な過程（染色体分離、細胞分裂、細胞増殖、

転写制御）の機能不全として発現することが知られている（Scholefield et al, 2011a）。実際、
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枯草菌においてもこのような細胞周期の過程に関わる多くの遺伝子がDnaAにより転写制御

されていることがこれまでに報告されている（Breier & Grossman, 2009, Goranov et al, 

2005）。我々の研究室ではこれまでに、対数増殖期において枯草菌DnaAが安定的に結合す

る染色体上の領域を明らかにしてきた（Ishikawa et al, 2007）。その結果、DnaAは oriC領

域（dnaA上流[oriC1]およびdnaA-dnaNの遺伝間領域[oriC2]）だけではなく、染色体上の

6箇所の遺伝子間領域（[gcp-ydiF], [yqeG-sda], [ywlC-ywlB], [ywcI-vpr], [yydA-yycS], 

[thdF-jag]）に結合していることが明らかになった。 

 
図Ⅰ.4 枯草菌染色体上の DnaAと Spo0Jの結合プロファイル 

DnaA（外周赤棒）および Spo0J（内周青棒）の結合シグナルは、ChAP精製分画中に含まれる
コントロール DNAのシグナル強度を減じて求めた。0J1-0J8は、Linと Grossmanにより報告
報告された Spo0J結合領域（Lin DC & Grossman AD,1998）と一致する。DnaA-boxは、DnaA
結合シグナル下の垂線として以下の通り表した。TTATCCACA: 赤, TTATACACA, 
TTATAGACA, TTATATACA: 青, 他の 1ベースミスマッチを含む DnaA-box: オレンジ。 
（Ishikawa et al, 2010）より引用し一部改編。 

 

また、[yqeG-sda]領域を除く5箇所の結合領域は、oriC近傍領域に集中していた。一方で、

DnaAが直接DBC下流に位置する遺伝子の転写を正（sda）または負（dnaA, ywlC, yydA）

に制御していることも同時に明らかになった（Burkholder et al, 2001, Ishikawa et al, 

2007）。他のBacillus属の染色体上においてもDnaAが結合するDBCを推定したところ、

枯草菌とは異なる遺伝子の上流に位置しているが、それらのDBCも oriC近傍に集中してい

ることがわかった。これらの事実は、枯草菌DnaA-boxは、これまで報告されていない他の
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機能を担っていることを強く示唆するものである。ひとつは、大腸菌で報告されているdatA

サイトと同様に、DBCが複製開始因子として活性型であるATP-DnaAの細胞内量を制御す

る可能性である（Kitagawa et al, 1998）。もうひとつは、上記のSpo0Jの様に、DnaAが oriC

近傍のDBCへの結合を介してoriC周辺領域の構造の維持に働き、適切な染色体複製開始を

促すという可能性である。 

 

 本研究では、oriC外のDBCが担う新規の機能について明らかにすることを目指した。そ

のため oriC外に位置する6箇所のDBCを同時に削除させた変異株（∆6DBC）を作製し、

その細胞では複製開始時期が早まることを見い出した。この表現型は、DBCを染色体へ再導

入することにより相補されるが、導入する位置が terC近傍など oriCから遠位であっても回

復することが分かった。これらの結果は、oriC外のDBCは、転写制御だけではなく、複製

開始制御にも機能していることを示している。さらに、∆6DBC株においてSpo0Jを欠損さ

せた場合には、多面的な表現型がみられ、その結果として著しい細胞の増殖阻害が引き起こ

されることがわかったが、この増殖阻害は、Sojへの自然突然変異の導入やSoj自身の欠損に

より回復することが明らかとなった。以上の結果から、枯草菌染色体上のoriC外に存在する

DBCは、過剰なDnaA分子を隔離すること、または、ATP加水分解を促進することにより

DnaAを不活性化し複製開始を負に制御していることが明らかになった。さらに、これらの

oriC外DBCは、Spo0J/Sojと並んで、適正な頻度で複製が開始されるようにDnaA活性を

制御する主要なシステムであると考えられる。 
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II. 材料と方法 

 

II.1. 菌株とプラスミドおよびプライマー 

 本研究で使用した枯草菌株を表Ⅱ.1に、プラスミドを表Ⅱ.2に示した。また、菌株および

プラスミド構築の際に用いた合成プライマーの配列を表Ⅱ.3に示した。プラスミド構築の為

に大腸菌C600（F- tonA21 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 glnV44 rfbC1 fhuA1 λ-）株およびDH5α 

（F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 Δ

（lacZYA-argF）U169, hsdR17（rK- mK+）, λ-）株を使用した。 

 

表Ⅱ.1 本研究で使用した菌株 
菌株  遺伝子型  由来と参考文献 a 

NIS2020 purA16, metB5, hisA3, guaB, 
purA::PrpmH-lacO-dnaA-lacI-cat 

Y. Ogura et al., 2001 

NIS2065 purA16, metB5, hisA3, guaB,  amyE::pDLAH
（PdinC-bgaB-erm）, purA::PrpmH-lacO-dnaA-lacI-cat 

Y. Ogura et al., 2001 

NIS6074 purA16, metB5, hisA3, guaB, Δspo0J::erm Y. Ogura et al., 2003 
NIS6077 purA16, metB5, hisA3, guaB, Δ（spo0J-soj）::tet Y. Ogura et al., 2003 
NIS6072 purA16, metB5, hisA3, guaB, spo0J-gfpmut1（cat） Y. Imai el al., 2000 
JWV086 amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM（345°）::tetO（kan） J. W. Veening et al., 

2009 
OC003 abrB::spec O. Chumsakul et al., 

2010 
168SDC ΔsigD::cat M. Serizawa el al., 2004 
168 trpC2 Laboratory stock 
MYA024 ΔDBC[yydA-yycS]::tet PCR product -> 168 

（before removal of tet 
cassette） 

MYA155 ΔDBC[gcp-ydiF] PCR product -> 168 
MYA156 ΔDBC[yqeG-sda] PCR product -> 168 
MYA157 ΔDBC[ywlC-ywlB] PCR product -> 168 
MYA018 ΔDBC[ywcI-vpr] PCR product -> 168 
MYA019 ΔDBC[yydA-yycS] PCR product -> 168 
MYA158 ΔDBC[thdF-jag] PCR product -> 168 
MYA143 
（Δ6DBC） 

ΔDBC[gcp-ydiF], ΔDBC[yqeG-sda], ΔDBC[ywlC-ywlB], 
ΔDBC[ywcI-vpr], ΔDBC[yydA-yycS],  ΔDBC[thdF-jag] 

PCR products -> 168 

HO1009 
（Δ5DBC） 

ΔDBC[gcp-ydiF], ΔDBC[yqeG-sda], ΔDBC[ywlC-ywlB], 
ΔDBC[ywcI-vpr],  ΔDBC[thdF-jag] 

PCR products -> 
MYA143 

HO1001 ΔyydA::tet PCR product -> 168 
HO1010 ΔyydA::tet, orf1（ochre） PCR product -> 168 
HO1011 ΔyydA::tet, orf2（ochre） PCR product -> 168 
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菌株  遺伝子型  由来と参考文献 a 

HO1230 ΔDBC[gcp-ydiF], ΔDBC[yydA-yycS]::tet MYA024 -> MYA155 
HO1231 ΔDBC[yqeG-sda], ΔDBC[yydA-yycS]::tet MYA024 -> MYA156 
HO1232 ΔDBC[ywlC-ywlB], ΔDBC[yydA-yycS]::tet  MYA024 -> MYA157 
HO1233 ΔDBC[ywcI-vpr], ΔDBC[yydA-yycS]::tet  MYA024 -> MYA018 
HO1234 ΔDBC[thdF-jag], ΔDBC[yydA-yycS]::tet  MYA024 -> MYA158 
HO1243 Δ6DBC, Δ[yydA-yycS]（353°）::DBC[yqeG-sda]（tet） PCR product -> 

MYA143 
HO1244 Δ6DBC, Δ[yydA-yycS]（353°）::DBC[ywlC-ywlB]（tet） PCR product -> 

MYA143 
HO1245 Δ6DBC, Δ[yydA-yycS]（353°）::DBC[ywcI-vpr]（tet） PCR product -> 

MYA143 
HO1246 Δ6DBC, Δ[yydA-yycS]（353°）::DBC[thdF-jag]（tet） PCR product -> 

MYA143 
HO1247 Δ6DBC, Δ[yydA-yycS]（353°）::DBC[gcp-ydiF]（tet） PCR product -> 

MYA143 
HO1030 Δ(soj-spo0J）::tet NIS6077 -> 168 
HO1034 Δspo0J::erm NIS6074 -> 168 
HO1035 Δ6DBC, Δspo0J::erm NIS6074 -> MYA143 
HO1225 Δ6DBC, Δspo0J::erm, sojT88M spontaneous soj mutant 

of HO1035 
HO1031 Δ6DBC, Δ(soj-spo0J）::tet NIS6077 -> MYA143 
HO1065 amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM（345°）::tetO（kan） JWV086 -> 168 
HO1067 Δ6DBC, amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM

（345°）::tetO（kan） 
JWV086 -> MYA143 

HO1069 Δspo0J::erm, amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM
（345°）::tetO（kan） 

JWV086 -> HO1034 

HO1071 Δ6DBC, Δspo0J::erm, sojT88M, 
amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM（345°）::tetO（kan） 

JWV086 -> HO1225 

HO1226 Δ6DBC, amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM
（345°）::tetO（kan）, Δspo0J::erm 

HO1035 -> HO1067 

HO1176 Δ5DBC, amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM
（345°）::tetO（kan） 

JWV086 -> HO1009 

HO1175 Δ6DBC,  ypqA（200°）::DBC[yyda-yycS]（tet）, 
amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM（345°）::tetO（kan） 

JWV086 -> HO1021 

HO1177 Δ5DBC, amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM
（345°）::tetO（kan）, Δspo0J::erm 

HO1034 -> HO1176 

HO1179 Δ6DBC, ypqA（200°）::DBC[yyda-yycS]（tet）, 
amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM（345°）::tetO
（kan）, Δspo0J::erm 

HO1034 -> HO1175 

HO1194 Δ（soj-spo0J）::tet, amyE::Pxyl-tetR-mCherry（spec）, hutM
（345°）::tetO（kan） 

JWV086 -> HO1030 

HO1200 Δ6DBC, Δ（soj-spo0J）::tet, amyE::Pxyl-tetR-mCherry
（spec）, hutM（345°）::tetO（kan） 

JWV086 -> HO1301 

HO1072 Δspo0J::tet PCR product -> 168 
HO1073 Δ6DBC, Δspo0J::tet HO1072 -> MYA143 
HO1050 spo0J-gfpmut1（cat） NIS6072 -> 168 
HO1051 Δ6DBC, spo0J-gfpmut1（cat） NIS6072 -> MYA143 
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菌株  遺伝子型  由来と参考文献 a 

168M amyE::Pxyl-MCS （tet） pXTt-MCS -> 168 
MU01 Δ（oriC-dnaA）::repN PrpmGA-dnaN-rpmH （spec） PCR product -> 168 
MU02 amyE::Pxyl-dnaA（erm） PCR product -> 168M 
MU03 Δ（oriC-dnaA）::repN PrpmGA-dnaN-rpmH （spec）, 

amyE::Pxyl-dnaA（erm） 
MU02 -> MU01 

HO1201 Δ（oriC-dnaA）::repN PrpmGA-dnaN-rpmH （spec）, 
amyE::Pxyl-dnaA（erm）,  Δspo0J::tet 

HO1072 -> MU03 

MU04 Δ6DBC, Δ(oriC-dnaA）::repN PrpmGA-dnaN-rpmH 
（spec） 

MU01 -> MYA143 

HO1203 Δ6DBC, Δ（oriC-dnaA）::repN PrpmGA-dnaN-rpmH 
（spec）, amyE::Pxyl-dnaA（erm） 

MU02 -> MU04 

HO1206 Δ6DBC, Δ（oriC-dnaA）::repN PrpmGA-dnaN-rpmH 
（spec）, amyE::Pxyl-dnaA（erm）,  Δspo0J::tet 

HO1072 -> HO1203 

HO1019 Δ6DBC, yabT（7 °）::DBC[yyda-yycS]（tet） PCR product -> 
MYA143 

HO1020 Δ6DBC, yhaR（90 °）::DBC[yyda-yycS]（tet） PCR product -> 
MYA143 

HO1238 Δ6DBC, cgeD（180°）::DBC[yydA-yycS]（erm） PCR product -> 
MYA143 

HO1239 Δ6DBC, yonN（190°）::DBC[yydA-yycS]（cat） PCR product -> 
MYA143 

HO1021 Δ6DBC, ypqA（200°）::DBC[yyda-yycS]（tet） PCR product -> 
MYA143 

HO1022 Δ6DBC, yteA（270°）::DBC[yyda-yycS]（tet） PCR product -> 
MYA143 

HO1023 Δ6DBC, yxbC（353°）::DBC[yyda-yycS]（tet） PCR product -> 
MYA143 

HO1242 Δ6DBC, cgeD（180°）::DBC[yydA-yycS]（erm）, ypqA
（200°）::DBC[yydA-yycS]（tet） 

HO1238 -> HO1021 

HO1241 Δ6DBC, cgeD（180°）::DBC[yydA-yycS]（erm）, yonN
（190°）::DBC[yydA-yycS]（cat）, ypqA
（200°）::DBC[yydA-yycS]（tet） 

HO1239 -> HO1242 

HO1041 Δ5DBC, Δspo0J::erm HO1034 -> HO1009 
HO1178 Δ6DBC, ypqA（200 °）::DBC[yyda-yycS]（tet）, 

Δspo0J::erm 
HO1034 -> HO1021 

HO1254 Δ6DBC, cgeD（180°）::DBC[yydA-yycS]（kan）, yonN
（190°）::DBC[yydA-yycS]（cat）, ypqA
（200°）::DBC[yydA-yycS]（tet）, Δspo0J::erm 

pME::km, HO1034 ->  
HO1241 

HO1235 amyE::pDLAH（PdinC-bgaB-erm） NIS2065 -> 168 
HO1236 Δ6DBC, amyE::pDLAH（PdinC-bgaB-erm） NIS2065 -> MYA143 
HO1237 Δspo0J::tet, amyE::pDLAH（PdinC-bgaB-erm） NIS2065 -> HO1072 
HO1260 Δ5DBC, Δspo0J::tet, amyE::pDLAH（PdinC-bgaB-erm） HO1072, HO1236 ->  

HO1009 
HO1251 Δ6DBC, Δspo0J::tet, amyE::pDLAH（PdinC-bgaB-erm） HO1072 -> HO1236 
HO1248 amyE::pDLAH（PdinC-bgaB-erm）, 

purA::PrpmH-lacO-dnaA-lacI-cat 
NIS2020 -> HO1235 

HO1008 pO2HC pO2HC -> 168 
HO1015 Δ6DBC, pO2HC pO2HC -> MYA143 



 14 

菌株  遺伝子型  由来と参考文献 a 

HO1012 pBOX-DBC[yydA-yycS] pBOXyydA-yycS -> 168 
HO1016 Δ6DBC, pBOX-DBC[yydA-yycS] pBOXyydA-yycS -> 

MYA143 
HO1029 Δ5DBC, dnaA-12his pMUTinAhisN -> 

HO1009 
 
HO1128 

 
Δ6DBC, dnaA-12his 

 
pMUTinAhisN -> 
MYA143 

HO1192 Δ6DBC, dnaA-12his, pBOX-DBC[yydA-yycS] pBOXyydA-yycS -> 
HO1128 

（a）“->”は、染色体、プラスミドおよび PCR増幅産物などの DNAを用いた形質転換を表す。 

 

表Ⅱ.2 本研究で使用したプラスミド 
����� �������� ������� 

pMW118 Low copy vector with a replication origin of pSC101 
（bla） 

NIPPON GENE CO., 
LTD. 

pMW118FRT-C
m 

pMW118 derivative with a FRT-flanked cat cassette 
used for a PCR  template 

This study 

pMW118FRT-S
pc 

pMW118 derivative with a FRT-flanked spc cassette 
used for a PCR  template 

This study 

pCP20 A plasmid with a temperature sensitive replication 
origin and a FLP gene （cat, bla） 

Cherepanov et al., 1995 

pCHE11 A shuttle vector in E. coli and B. subtilis carrying a 
temperature-sensitive replication mutation in B. 
subtilis 

Ochi et al., 2009 

pCH11FLP pCHE11 derivative with a FLP gene This study 
pO2HC Shuttle vector in E. coli and B. subtilis Ishikawa et al., 2006 
pBOX-DBC[yyd

A-yycS] 
pO2HC derivative with insertion of a DnaA box 
cluster at an intergenic region between yydA-yycS 

This study 

pMUTinAhisN pMUTinNC derivative to attach twelve histidine 
coding at 3' end of dnaA without plasmid sequence 

Ishikawa et al., 2007 

 

表Ⅱ.3 本研究で使用した合成プライマー 
（a）大文字はテンプレートへアニールする配列を、小文字は付加したタグ配列を、下線は制限酵素

認識配列を示す。 
（b）枯草菌ゲノム配列上の位置および方向を示す。startおよび endの値は、SubtiList database 

（http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/index.html） に対応したゲノム上の位置。strandは、プ
ライマーがアニールするゲノム配列の方向性を示す。 

（c）2文字の略号は、以下に示す制限酵素を表す。Ba, BamH I; Bb, Bbe I; Bg, Bgl II; Ec, EcoR I; Hi, 
Hind III; Kp, Kpn I; No, Not I; Sc, Sac I; Sa, Sal I; Sm, Sma I; Sp, Spe I; Xb, Xba I; Xh, Xho I 

 
プライマー  配列  （5' -> 3'） a 位置b 説明 c 

  （Start, end, strand）  
      
Deletion of multiple DnaA Box clusters from the B. subtilis genome 
gcp-F1 GGACGATGGGATTGCCATATCC 643331 643352 +  
gcp-R1 cgtaatcatggtcatagctgTTA

TCTCGTGAGACTTTGATAAGAAG 
643820 643845 -  
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プライマー  配列  （5' -> 3'） a 位置b 説明 c 

  （Start, end, strand）  
gcp-F2 ggatcctctagagtcgaccTTAA

TCTTCTTCTGTGGATAGTTC 
644075 644098 +  

gcp-R2 TTAGACAGCAAAGAAGTTCTCG 644554 644575 -  
sda-F1 GCAGGCAGAGCATATGGATACG 2647038 2647059 -  
sda-R1 cgtaatcatggtcatagctgCAG

AACGATTGTTCTTATATGC 
2646552 2646573 +  

sda-F2 ggatcctctagagtcgaccCCTG
GTGAAGAAACCCAATTTTTG 

2646428 2646451 -  

sda-R2 TATGGTAGCCGTTTCGGTTTCC 2645936 2645957 +  
ywlC-F1 GAAAAAGAAGACGGCACAGAAGT

G 
3793741 3793764 -  

ywlC-R1 cgtaatcatggtcatagctgACT
GCACTTATCCAGACGCT 

3793182 3793201 +  

ywlC-F2 ggatcctctagagtcgaccCGCT
TGTTTTATTACAGGACATC 

3793105 3793127 -  

ywlC-R2 CTCCGCTTTTGTGGGACTTGGC 3792547 3792568 +  
vpr-F1 TGCTTTGGCGATTCCTTGAAGG 3906081 3906102 +  
vpr-R1 cgtaatcatggtcatagctgAGT

TTTCAAAGCGGTTCTCC 
3906572 3906591 -  

vpr-F2 ggatcctctagagtcgaccAACA
AAATCCAATAAATGGTCCAAATG 

3906761 3906787 +  

vpr-R2 CCTTAACGTCTTTTACCGCTAG 3907242 3907263 -  
yydA-F1 CTTTAGTCTTTCTGTAATGGTGG 4133429 4133451 +  
yydA-R1 cgtaatcatggtcatagctgCAA

TATTGTGACAATCGGAAAAC 
4133909 4133931 -  

yydA-F2 ggatcctctagagtcgaccATTC
GACAAACAAGCTGTTGATG 

4134296 4134318 +  

yydA-R2 CCGGCTTTATTGCTGGTAATCCG 4134773 4134795 -  
thdF-F1 CTGATGTGACTGTTCAAGAAAGC 4212593 4212615 -  
thdF-R1 cgtaatcatggtcatagctgGGA

TACACCTAAAAAGAAAAAAC 
4212109 4212131 +  

thdF-F2 ggatcctctagagtcgaccCAAA
TCTTCCACTTCGAACCAAAC 

4211989 4212012 -  

thdF-R2 CGCTCTGATTAAGTCCATAACCG 4211497 4211519 +  
FRT-F CAGCTATGACCATGATTACG    Outside of MCS in 

pMW118FRT-Cm 
and 
pMW118FRT-Spc 

FRT-R GGTCGACTCTAGAGGATCC    Outside of MCS in 
pMW118FRT-Cm 
and 
pMW118FRT-Spc 

FLT-F gcggatccGTTGAACAAGTCTGG
AAAGAAATGC 

   Outside of Hind III 
site in pCP20, Ba 

FLT-R gcggatccCTGAATCCGGTGAGA
ATGGC 

   Ba 

      
Construction of pCHE11FLP 

pMB0029 gcggatccGTTGAACAAGTCTGG
AAAGAAATGC 

   Outside of Hind III 
site in pCP20, Ba 
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プライマー  配列  （5' -> 3'） a 位置b 説明 c 

  （Start, end, strand）  
pMB0030 gcggatccCTGAATCCGGTGAGA

ATGGC 
   Ba 

     

Consruction of pMW118FRT-Cm 

pMB0033 gcgaattcgaagttcctatactt
tctagagaataggaacttcCGGC
AATAGTTACCCTTATTATC 

   Ec 

pMB0034 gcggatccgaagttcctattctc
tagaaagtataggaacttcGATC
TGGAGCTGTAATATAAAAACC 

   Ba 

     

Construction of pMW118FRT-Spc 

pMB0035 gcgaattcgaagttcctatactt
tctagagaataggaacttcCGAG
TTCAAAAATTATATGGAGATCTG 

   Ec 

pMB0036 gcggatccgaagttcctattctc
tagaaagtataggaacttcAGCC
TAATTGAGAGAAGTTTCTATAG 

   Ba 

      

Real-Time PCR assay 
RTrpmH-dna
A.f 

TTTAGTATCCACAGAGGTTATCG
AC 

17 41 + amplification of 
oriC1 

RTrpmH-dna
A.r 

CTTATCCACAAAGCGGACAAC 88 108 - amplification of 
oriC1 

RTyydA-yycS
.f 

TTGTGGATATCTTTTCTGTATTT
TGTG 

4133988 4134014 + amplification of 
yydA-yycS 

RTyydA-yycS
.r 

CATACTAACAGTTTATCCCACAG
C 

4134069 4134092 - amplification of 
yydA-yycS 

oriC.f TGTCATCGGATCTGGAAACC 769 788 + amplification of 
oriC2 

oriC.r GATCGCATGCATTAAGTGTG 882 901 - amplification of 
oriC2 

terC.f AGCGATCCAGCTCTACCTTC 2017136 2017155 + amplification of terC 
terC.r GCATGAGCTTCTTGATGACG 2017262 2017281 - amplification of terC 
oHO274 GGTGTTACTATCAGAATAAGCAA

CTG 
4139226 4139251 + amplification of rapG 

（negative control） 
oHO275 AGCATGCTAGCGATTTCTGC 4139303 4139322 - amplification of rapG 

（negative control 
      

ΗΟ1001 (ΔyydA::tet）  
yydA-yycS.f5 CGTGATTTCCTGGCACTAAGT 4132943 4132963 +  
yydA-yycS.r5 cggaaggatactacatcctggGC

ATCTCCACCATTACAGAAAGAC 
4133434 4133457 -  

yydA-yycS.f6 gctcttctggtggagtctatccT
CACAGGTCATCCCCACTTTAAAA
AC 

4133936 4133961 +  

yydA-yycS.r2 GCGTATATTTCTAAGTCTGGACT
GC 

4134473 4134497 -  
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プライマー  配列  （5' -> 3'） a 位置b 説明 c 

  （Start, end, strand）  
rPCR-tetF ggatagactccaccagaagagcC

AGGTCGATATGAACAGC 
    

rPCR-tetR ccaggatgtagtatccttccgGG
GTTATTGTCTCATGAGCG 

    

      
ΗΟ1010 (ΔyydA::tet, orf1（ochre））  
och1-f GTATTTTGTGTTAGATCATTC

G 
4134005 4134026 +  

och1-r CGAATGATCTAACACAAAAT
AC 

4134005 4134026 -  

      
ΗΟ1011 (ΔyydA::tet, orf2（ochre））  
och2-f CACAAGAATATTACGCTTGT

TTC 
4134167 4134189 +  

och2-r GAAACAAGCGTAATATTCTT
GTG 

4134167 4134189 -  

      
HO1009 （Δ5DBC）  
yydA-yycS.r2 GCGTATATTTCTAAGTCTGGACT

GC 
4134473 4134497 -  

yydA-yycS.f4 TCTCAAAGTTGGATGTGTGC     
yydA-yycS.f2 tctcaaagttggatgtgtgcAAC

ATTGCATTGGTTGCTG 
4133363 4133381 +  

yydA-yycS.r3 gcttgagtcaattccgctgtcgC
CCACACATCGGTTACATCC 

4134345 4134364 -  

APNC-F CGACAGCGGAATTGACTCAAGC     
chpA-R gcatgcggccgctacgGGATCCT

ACCCAATCAGTACGTTAATTTTG 
   No 

yydA-yycS.f3 cgtagcggccgcatgcAACATTG
CATTGGTTGCTG 

4133363 4133381 + No 

yydA-yycS.r4 TGCCACCGTTATTTCTCTGG 4134906 4134925 -  
      

HO1243, HO1244, HO1245, and HO1246 
yydA-yycS.f5 CGTGATTTCCTGGCACTAAG

T 
4132943  4132963  + HO1001 was used as 

a template 
rPCR-tetF ggatagactccaccagaagagcCAGGTC

GATATGAACAGC 
   HO1001 was used as 

a template 
oHO256 ccaggatgtagtatccttccgATTCGAC

AAACAAGCTGTTGATG 
4134296 4134318 + HO1001 was used as 

a template 
pMB0048 ATTCGACAAACAAGCTGTTG

ATG 
4134296 4134318 + HO1001 was used as 

a template 
oHO292 cggaaggatactacatcctggGACAATG

AGAAGCTTAATCAGGAG 
644126 644149 -  

oHO258 gctcttctggtggagtctatccGATTACG
CTTGTCATTCCTCC 

643686 643706 +  

oHO259 cggaaggatactacatcctggCATCAGA
CAGTTTTCTCATGC 

2646695 2646715 -  

oHO260 gctcttctggtggagtctatccATATTTTT
TACAAACTCGTCAGG 

2646292 2646314 +  

oHO261 cggaaggatactacatcctggAAAAAA 3793185 3793206 -  
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プライマー  配列  （5' -> 3'） a 位置b 説明 c 

  （Start, end, strand）  
GCGTCTGGATAAGTGC 

oHO262 gctcttctggtggagtctatccTCCGCAA
TGTGGACAATCAG 

3792809 3792828 +  

oHO263 cggaaggatactacatcctggCCGTAAT
GCCTGTGGATAAC 

3906920 3906939 -  

oHO264 gctcttctggtggagtctatccGCTTTGA
AAACTTTATACACAAG 

3906580 3906602 +  

oHO265 cggaaggatactacatcctggCAGCGA
AAGAAAAATTATTCACG 

4212316 4212338 -  

oHO266 gctcttctggtggagtctatccTTGGTTC
GAAGTGGAAGATTTG 

4211991 4212012 +  

      
HO1019, HO1020, HO1021, HO1022 and HO1023 
yabT-f1 AAGTCATCCGCACAAGATCC 72886 72905 +  
yabT-r1 gcagtccagacttagaaatatac

gcGGCTACATGCCAAACTCGTC 
73824 73843 -  

yabT-f2 ccaccattacagaaagactaaag
AACGAAGACGCGATATACCC 

74700 74719 +  

yabT-r2 TTGCTCATCTTCCGTCAGTG 75600 75619 -  
yhaR-f1 AATTCTGGCGAACATCAAGC 1059896 1059915 +  
yhaR-r1 gcagtccagacttagaaatatac

gcGGCCGATTCAGGATAATCTC 
1060838 1060857 -  

yhaR-f2 ccaccattacagaaagactaaag
TAACAGATCAGCCGGAAAGC 

1061564 1061583 +  

yhaR-r2 CGAAAGAACGCTTGATCTCC 1062540 1062559 -  
ypqA-f1 ACGGTAACGATGCTCTCTCC 2335804 2335823 +  
ypqA-r1 gcagtccagacttagaaatatac

gcTGAATGAAGGGATAACGGTTG 
2336663 2336683 -  

ypqA-f2 ccaccattacagaaagactaaag
TGGAACGAGCAGACAATGAC 

2337143 2337162 +  

ypqA-r2 TTTCCTGGAATTGGTCCTTC 2338116 2338135 -  
yteA-f1 TCTTGCTTGAAATCGGGAAC 3152191 3152210 +  
yteA-r1 gcagtccagacttagaaatatac

gcATGTGATCGCCTCGTTTCTC 
3153035 3153054 -  

yteA-f2 ccaccattacagaaagactaaag
ATCTCCACGCTGATTGAACC 

3153757 3153776 +  

yteA-r2 GGATGCGCTCTTGGAATATC 3154633 3154652 -  
yxbC-f1 GCAGGCAAGAGTAGGAGACG 4096759 4096778 -  
yxbC-r1 gcagtccagacttagaaatatac

gcCCGATTCGGTTACAGCACTC 
4095906 4095925 +  

yxbC-f2 ccaccattacagaaagactaaag
TCCACGCAATTGGTATTCAG 

4094963 4094982 -  

yxbC-r2 CAGGAGGAAATCTTCGCATC 4094026 4094045 +  
      

HO1238 
oHO249 TAAGTAACGAACGGCGATGC 2146792 2146811 + For amplification of 

front region of cgeD 
oHO250 cggaaggatactacatcctggGA

TGACAGAGGCTCTGCTTGC 
2147341 2147361 - For amplification of 

front region of cgeD 
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プライマー  配列  （5' -> 3'） a 位置b 説明 c 

  （Start, end, strand）  
oHO253 ccaggatgtagtatccttccgGT

TTTCCGATTGTCACAATATTG 
4133909 4133931 + For amplification of 

DBC[yydA-yycS] 
oHO254 ggagtcttgcagtcctggagCAT

CAACAGCTTGTTTGTCGAAT 
4134296 4134318 - For amplification of 

DBC[yydA-yycS] 
oHO255 ctccaggactgcaagactccGAA

TTATTTCCTCCCGTTAAATAATA
G 

   pMUTinNC was used 
as a template 

rPCR-ErmF ggatagactccaccagaagagcA
ACAAATAGGGGTTCCGCGCA 

   pMUTinNC was used 
as a template 

oHO251 gctcttctggtggagtctatccA
TTTAAAAAGCACCCCAGCTTAC 

2147362 2147384 + For amplification of 
back region of cgeD 

oHO252 CCTCCTTCTGTTGCAGTTGG 2147937 2147956 - For amplification of 
back region of cgeD 

      
HO1239 
oHO276 CAAGGTGTACAGCGATTTTACC 2224314 2224335 + For amplification of 

front region of yonN 
oHO277 cggaaggatactacatcctggGG

TAGCCTTTCCTGTCGTCC 
2224823 2224842 - For amplification of 

front region of yonN 
oHO280 ctccaggactgcaagactccATC

ATCGGCAATAGTTACCC 
   pDLT3 was used as a 

template 
oHO281 gctcttctggtggagtctatccC

GGCGTAGAGGATCTGGAGC 
   pDLT3 was used as a 

template 
oHO278 ggatagactccaccagaagagcG

CACGCTTTGTCACAAAGAGC 
2224844 2224864 + For amplification of 

back region of yonN 
oHO279 CCGCAATTAATATTCAGGGATAC 2225350 2225372 - For amplification of 

back region of yonN 
      

HO1012 and HO1016  （pBOXyydA-yycS）  
yydA-yycS.f1 ataggcgccatagtcgacGTTTT

CCGATTGTCACAATATTG 
4133909 4133931 +  Bb, Sa 

yydA-yycS.r1 catgaattcCATCAACAGCTTGT
TTGTCGAAT 

4134296 4134318 -  Ec 

      
HO1072 and HO1073 （Δspo0J::tet）  
spo0J.f1 AAACAACGACGTCTGTCAACC 4206116 4206136 -  
spo0J.r1 gctcttctggtggagtctatccA

AATAACGCATTAATCCCTTTTCC 
4205390 4205413 +  

spo0J.f2 cggaaggatactacatcctggTA
GAGCTTTTGTCTGAACGAG 

4204588 4204608 -  

spo0J.r2 GAACAGACCGTTCAACCGG 4204075 4204093 +  
      

MU01 
rpmH-r3 CGTAGTTATCTCCCGTCAATTTC

GC 
4213449 4213473 +  

SDrpmH-f-d
naN3' 

ccttcctgtcagaacctattaaG
GGAGGTGTCATAAATGAAAAG 

4214406 4214427 -  

SDdnaN-f-Pr
pmGA-SD 

gtaaatgattttagtttGGAGGA
TAAAAATGAAATTCACG 

1928 1950 +  
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プライマー  配列  （5' -> 3'） a 位置b 説明 c 

  （Start, end, strand）  
dnaN-r TTAATAGGTTCTGACAGGAAGG 3054 3075 -  
PrpmGA-f TCTTCAATAATTCAGCAATTCAT

TG 
2573874 2573898 -  

PrpmGA-SD
-r 

CCTCCAAACTAAAATCATTTAC 2573797 2573818 +  

doriC2-f-rep
N 

gccgttttataattggttagata
attaaACCTATTAATCCGATACA
C  

3067 3085 +  

doriC2-r3 CTCTTGAGATGCCTGCATGGATG
GG 

4061 4084 -  

rpmH-r-4 CATACGTAATGAGTTCAGACAAT
GG 

4213476 4213500 +  

doriC2-r4 CTGCGCCCATTTCTCGAGCTGTG
C 

4037 4060 -  

PrepN-F CCTAAAATTAAACATAAAAAATC
CCAC 

   mini-pLS32  was 
used as a template 

repN-R TTAATTATCTAACCAATTATAAA
ACGGC 

   mini-pLS32  was 
used as a template 

SpecR-Prpm
GA 

CAATGAATTGCTGAATTATT    pUC19 spec was 
used as a template 

SpecF-PrepN gtgggatttttttatgtttaatt
ttaggTCAAAAATTATATGGAGA
TCTG 

   pUC19 spec was 
used as a template 

      
MU02 
dnaAF-SDR2 ggcagattaggaggatttagcAT

GGAAAATATATTAGACCTGTGG 
410 433 +  

dnaAr-ErmF
2 

gtgctagaggatcaattcttgaa
CCGGTCCTGCTATTTAAGCTGTT
C 

1736 1759 -  

Pxyl-F TCCTTCTAAGTCGGTTAGAATTC
C 

   pXTt-MCS was used 
as a template 

Pxyl-SD-R2 gctaaatcctcctaatctgccGA
TTTAAGTGAACAAGTTTATCC 

   pXTt-MCS was used 
as a template 

amyE-backF ATCCGTTTAGGCTGGGCGGTG    pXTt-MCS was used 
as a template 

amyE-backR GTTGACTGCTAATGGAACGCACG    pXTt-MCS was used 
as a template 

Erm-F2 TTCAAGAATTGATCCTCTAGCAC    pMUTinNC was used 
as a template 

Erm-R cacccgcccagcctaaacggatC
TAACATTCCCTTTAGTAACGTGT
AAC 

   pMUTinNC was used 
as a template 

      
Construction of pXTt-MCS 
pUCMCS-F-
adapter 

aaaaagcaggctcGTTGTAAAAC
GACGGCCAGTG 

    

pUCMCS-R-
adapter 

agaaagctgggtcTGACCATGAT
TACGCCAAGC 
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II.2. 培地と培養条件 

 細胞の培養には、富栄養培地としてLB（Luria-Bertani）培地、最小培地としてSMM

（Spizizen's minimal medium）（Spizizen, 1958）を使用した。上記の培地に、抗生物質を

以下に示す終濃度で適宜加えた；50 µg mL-1 アンピシリン、0.5 µg mL-1 エリスロマイシ

ン、5 µg mL-1 クロラムフェニコール、10 µg mL-1 テトラサイクリン、100 µg mL-1 スペ

クチノマイシン、5 µg mL-1 カナマイシン。蛍光顕微鏡を用いた解析には、SMMを使用し、

25℃で細胞の培養を行った。培地には、0.5% Glucose、0.5% Glycerol、1 g L-1 L-グルタミ

ン酸、微量金属溶液および要求性のアミノ酸を以下の濃度で適宜加えた；50 mg L-1 L-トリ

プトファン、240 mg L-1 L-スレオニン。フローサイトメトリー解析には、SMMを使用し、

30°Cで細胞の培養を行った。培地には、0.5% glucose、Trace elements、50 mg L-1 L-トリ

プトファン、3 g L-1 L-グルタミン酸、3 g L-1 L-アスパラギンおよび0.5g L-1 カザミノ酸を

加え使用した。 

LB（Luria-Bertani） 
Bact Tryptone（Difco）  10 g 
Bact Yeast Extract（Difco）  5 g 
NaCl    5 g 
Per liter 

 
SMM（Spizizen's minimal medium） 
（NH4）2SO4   2 g 
K2HPO4    14 g 
KH2PO4    6 g 
Na3 citrate.2H2O   1 g 
MgSO4.7H2O   0.2 g 
2 mg mL-1 FeCl3.6H2O  10 mL 
0.1 mg mL-1 MnS04  10 mL 
5 mg mL-1 L-tryptophan  10 mL 
50 % （w/v） D-glucose  10 mL 
100x Trace elements [1]  10 mL 
Per liter 

 
[1] 100x 微量金属溶液 

49.7 µM CaCl2.2H2O 
12.5 µM ZnCl2 
2.5 µM CuCl2.2H2O 
2.5 µM CoCl2.6H2O 
2.5 µM Na2MoO4.2H2O 



 22 

 

II.3. マーカーフリー遺伝子欠損法によるDBC欠損株の構築 

 枯草菌染色体上からのDBCの削除には、大腸菌で用いられてきたマーカーフリー遺伝子

欠損法（Cherepanov & Wackernagel, 1995, Datsenko & Wanner, 2000）を応用し利用した。

この方法は、以下に示す3段階から成っている。（1）DBCを含む標的配列を薬剤耐性マー

カーカセットにより置換する。なお、このカセットの両端には、FRT（FLP recognition target）

配列が付加されている。（2）ヘルパープラスミドからFLP recombinaseを発現させ、マー

カーカセットを除去する。（3）ヘルパープラスミドを枯草菌細胞内から除去する。 

 FRT配列を両端に付加した薬剤耐性マーカーカセットを持つプラスミドを構築するため

に、クロラムフェニコール（cat）耐性カセットをpDL2（Fukuchi et al, 2000）を鋳型とし

て、プライマー（pMB0033、pMB0034）を用いてPCRで増幅した。プライマー（pMB0033、

pMB0034）配列にはFRT配列と制限酵素認識配列（BamHI、EcoRI）が付加されている。

同様に、スペクチノマイシン（spc）耐性カセットをプラスミドpJL62（Ishikawa et al, 2006）

からプライマーpMB0035とpMB0036を用いて増幅した。PCR増幅産物は、BamHIと

EcoRIで処理した後、プラスミドpMW118 plasmid（Nippon Gene Co., Ltd.）の

BamHI/EcoRIサイトに挿入した。こうして獲得したプラスミドを、各々pMW118FRT-Cm

とpMW118FRT-Spcとした。 

 FLP recombinaseを枯草菌の細胞内で発現させるためのヘルパープラスミドを構築する

ために、FLP遺伝子をpCP20（Cherepanov & Wackernagel, 1995）からBamHI認識配列

を付加したプライマー（pMB0029、 pMB0030）を用いて増幅した。BamHI処理したPCR

産物は、pCHE11（Ochi et al, 2009）のBamHIサイトにクローニングした。pCHE11は、

枯草菌で自立複製可能なpUB110ts-2の温度感受性複製開始システムをもち、大腸菌では

pBR322由来の複製が可能なシャトルベクターであり、得られたプラスミドをpCHE11FLP

とした。 

 枯草菌染色体上からDBCを欠損させるために、FRT配列を付加した薬剤耐性カセット

（catまたは spc）をプラスミド（pMW118FRT-CmまたはpMW118FRT-Spc）からプライ

マーpMB0065とpMB0066用いて増幅した。また、相同組み換えのための配列として標的

配列の上流と下流約500bpの領域を168株の染色体からPCRにより増幅した。用いたプラ

イマーセットは、各々上流領域がF1とR1、下流領域はF2とR2である（表3参照）。また

プライマーR1とF2は、各々FRT-FとFRT-Rの相補配列を含んでいる。3個のPCR産物
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（上流領域、薬剤耐性カセット、下流領域）は、もっとも外側にアニールするプライマーF1

とR2を用いてリコンビナントPCRにより1個の断片として増幅した。最終的に得られた

DNA断片は、168（wild-type）株への形質転換に用いた。枯草菌への形質転換は、標準的

は方法（Anagnostopoulos & Spizizen, 1961）により行い、二回交差の相同組換えによる形

質転換体の選択には、クロラムフェニコールまたはスペクチノマイシンを使用した。 

 続いて薬剤耐性カセット配列を除去するために、形質転換体にpCHE11FLPを通常の形質

転換法により導入し、カナマイシンを含むLB培地上で30°C、24時間培養することにより、

FLP recombinaseによる薬剤耐性カセットの5’、3’末端にある2つのFRTサイト間での相

同組換えを誘導し、カセットを除去した。さらに、プラスミドを除去するために数個の形質

転換体を、抗生物質を含まない培地に植え継ぎ、pCHE11FLP の非許容温度である37°Cで

一夜培養した。この時、pCHE11FLPの枯草菌細胞内からの除去を確認するために、カナマ

イシン感受性のクローンを選択した。選抜したクローンは、標的領域内のDBCが欠損して

いることをシーケンスにより確認した。 

 以上の過程により、以下に示す6株の欠損株を構築した。各々の株は、標的DBCを欠損

する意外は、168（trpC2）株と同様の遺伝的バックグラウンドを有している。MYA018

（∆DBC[ΔywcI-vpr]）、MYA019（ΔDBC[yydA-yycS]）、MYA155 （ΔDBC[gcp-ydiF]）、

MYA156 （DBC[yqeG-sda]）、MYA157（ΔDBC[ywlB-ywlC]）、MYA158（ΔDBC[jag-thdF]）。

また、同様に6領域を同時に欠損させた株∆6DBCも構築した。これは、単一領域欠損の過

程（薬剤耐性カセットを用いたDBCの置換とそれに引き続くカセットの除去）を168

（wild-type）に対して繰り返し行うことで作製した。 
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II.4. HO1009株（∆5DBC）の構築 

∆6DBC株染色体上のyydA-yycS遺伝子間領域の欠損を、図2.1に示すようにmazF毒素遺

伝子を有するネガティブセレクションのマーカーカセット（Morimoto et al, 2009）を利用し

て、野生型に戻した（図Ⅱ.1）。 

 
図Ⅱ.1 HO1009（∆5DBC）の構築 
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II.5. oriC配列とdnaA遺伝子欠損株（MU01）の構築 

 DnaA非依存的に染色体複製が開始する株（MU01）を構築するために、B. subtilis var. 

natto株のプラスミドpLS32（Tanaka et al, 2005）由来の oriN（repN遺伝子とそのプロモ

ーター配列）を用いて168（wild-type）株染色体のdnaAを含む oriC領域全域を置換した

（詳細は図Ⅱ.2を参照）。 

 
図Ⅱ.2  MU01（∆（oriC-dnaA）::repN）株の構築 
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 野生株168染色体上の rpmH（50S ribosomal protein L34）とyaaA（機能未知遺伝子）

間の oriC領域を含む約3.3Kbpの領域をスペクチノマイシン耐性カセット（spc）と oriNを

含む配列により、2回交差の相同組換えにより置換した。また、生育に必須であるdnaN（DNA 

polymerase III （β subunit））と rpmHの発現を確保するため、dnaNを rpmGAプロモー

ター（PrpmGA）の制御下に置き、さらに rpmHの上流に配置することで、dnaN-rpmHを

オペロンとして恒常的に転写させた。このように配置した断片を構築するため、以下に示す

DNA断片、F1-F6をPCRにより増幅した（使用したプライマーセットは、19-20ページの

表Ⅱ.3に示す）。F1（rnpAと rpmHを含む相同組換え領域）、F2（dnaNコーディング配列）、

F3（PrpmGA）、F6（yaaHを含む相同組換え領域）。これらの断片は、168株染色体DNA

をテンプレートとして作製した。一方で、F4（spc）はプラスミドpAPNC213（Morimoto et 

al, 2002）から、F5（oriN配列）はB. subtilis NIS6301（spoIIIJ::pRKl, ΔoriC）染色体DNA

（Moriya et al, 1997）から各々PCRにより増幅した。得られたPCR増幅産物は、図Ⅱ.2に

示したように3段階から成るリコンビナントPCRにより（F1-F2-F3-F4-F5-F6）の順序で

単一のDNA断片として結合した。得られたDNA断片により、168（wild-type）株を形質

転換にし、スペクチノマイシンにより形質転換体を選択した。 

 上記の過程により構築して得られたMU01株（∆（oriC-dnaA）::repN 

PrpmGA-dnaN-rpmH （spec））についてフローサイトメトリー解析を行ったところ、2N

と4Nのピークが融合したパターンを示す結果が得られた。このことから、MU01株では複

製開始は同調性を欠いていることが示唆される。しかしながら、LB培地とSMM培地にお

ける増殖速度と細胞形態は、何れも野生株と同等であった（結果は示さない）。 

 

II.6. dnaA発現誘導株（MU02）の構築 

 dnaAをXyloseで誘導可能なPxylプロモーターの制御下に置き、枯草菌染色体上amyE

の位置に挿入するためのプラスミドを構築するために、Gateway Cloningシステム

（Invitrogen）のDestination vector、pXTt-MCSを構築した。プラスミド構築過程の概要

を、図Ⅱ.3（27ページ参照）に示した。 
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図Ⅱ.3 プラスミド pXTt-MCSの構築 
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 強力な大腸菌 rrnBターミネーター配列をプラスミドpMUTinNC（Morimoto et al, 2002）

からTer-FとTerR-SmaIのプライマーセットを利用してPCRで増幅した。また、テトラサ

イクリン耐性カセット（tet）をプラスミドpBEST307から tet2Fと tetT-TerFのプライマ

ーセットを利用してPCRで増幅した。このrrnBターミネーター断片とtetカセット断片を、

PCR ligationにより結合した後、プラスミドpX（amyEの上流及び下流領域の配列に加え

て、Pxylプロモーター配列とxylRリプレッサー遺伝子を有するプラスミド）（Kim et al, 

1996）上の2箇所のEcoRVサイトに挿入し、プラスミドpXTtとした。次に、pXTtを

Destination vectorに変換するために、yfpGWSp-F（XbaI）とyfpGWSp-R（BglII）のプ

ライマーセットを用いてスペクチノマイシン耐性遺伝子（spc）と大腸菌の育成を阻害する

ccdBを含むGatewayカセットをプラスミドpUC19-yfpGWspから増幅した。

pUC19-yfpGWspは、プラスミドpUC19-yfpGW（Ishikawa et al, 2006）のクロラムフェ

ニコール耐性遺伝子（cat）をpAPNC213（Morimoto et al, 2002）からSPCFと 

specR-ESKSBXで増幅したスペクチノマイシン耐性遺伝子（spc）により2箇所のBamHI

サイトを介して置換したものである。得られたGatewayカセット断片は、pXTtにXbaIと

BglIIサイトを介して挿入し、pXTtGWを作製した。次に、作製したpXTtGW と

pENTR-MCSを用いGateway LR組換え反応を行い、pXTtGWへ新たにMCS（multiple 

cloning site）を追加した。pENTR-MCSは、pUCMCS-F-adapterとpUCMCS-R-adapter

を用いて増幅されたpUC19由来のMCSを持ち、pDONR201とのGateway BP組換え反

応により構築したGatewy entry cloneである。pENTR-MCSとのGateway LR組換え反応

によりMCSを付加したプラスミドをpXTt-MCSとした。 

 当初は、dnaA発現誘導株を構築するためにpXTtGWを利用したGatewayシステムを介

してdnaAをクローニングさせるか、あるいはpXTt-MCSのMCSへdnaAを挿入し枯草菌

染色体へ導入しようと予定していた。しかしながら、この方法では、PxylとMCS間にある

Ribosome binding sequence（RBS）によってDnaAの発現量が減少することが明らかにな

った（結果は示さない）。そこで図Ⅱ.4に示すように、染色体への挿入配列からRBSを除く

ためにリコンビナントPCRを用いてdnaAを直接Pxylへ融合し、その構築した配列断片を

168M株染色体へ導入することとした（図Ⅱ.4, 29ページ参照）。 
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図Ⅱ.4 MU02（amyE::Pxyl-dnaA）株の構築 
  

 そのため、xylR-PxylとamyE-backを含む配列は、プラスミドpXTt-MCSからプライマ

ーセットPxyl-F/Pxyl-SD-R2とamyE-backF/amyE-backRを用いてそれぞれ増幅した。ま

た、エリスロマイシン耐性カセット（erm）は、プラスミドpMUTinNCからプライマーセ

ット erm-F2/erm-Rを用いて増幅した。さらに、dnaAは、168（wild-type）株染色体DNA

からプライマーセットdnaAF-SDR2/dnaAr-ErmF2を用いて増幅した。4個の断片は、

[xylR-Pxyl]-[dnaA]-[erm]-[amyE-back]の順にリコンビナントPCRを用いて1つの断片へと
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融合した。この得られた断片を2回交差の相同組換えを介して168M株染色体へ導入し、得

られた形質転換体をMU02株とした。 

 
II.7. その他の株の構築 

 

HO1001（∆yydA::tet） 

 yydA遺伝子の上流および下流領域の配列を、それぞれプライマーセット

yydA-yycS.f5/yydA-yycS.r5とyydA-yycS.f6/ yydA-yycS.r2を用い、168（wild-type）染色

体DNAから増幅した。またテトラサイクリン耐性カセットは、プラスミドpBEST307（Itaya, 

1992）からプライマーセット rPCR-tetF/rPCR-tetRを用いて増幅した。これら3つの断片

をリコンビナントPCRにより融合し、168（wild-type）株を形質転換し、得られた形質転

換体をHO1001（∆yydA::tet）とした。 

 

HO1010（ΔyydA::tet, orf1[ochre]）および HO1011（ΔyydA::tet, orf2[ochre]） 

 yydAとyycSの遺伝子間領域で予測された2つの small orf（orf1, orf2）へ ochre変異を

導入するために、HO1001（ΔyydA::tet）染色体DNAから、orf1の3’側領域と tetカセット

を含む5’側領域を、それぞれプライマーセットyydA-yycS.f5/och1-rと och1-f/yydA-yycS.r4

を用いて増幅した。この時、プライマーのoch1-rと och1-fには orf1へ ochre変異を導入す

るため塩基置換が挿入されている。得られた2つのPCR増幅産物は、リコンビナントPCR

により融合し、168（wild-type）株へ形質転換した。得られた形質転換体をHO1010

（ΔyydA::tet, orf1[ochre]）とした。同様の方法によりプライマーセットyydA-yycS.f5/och2-r

と och2-f/yydA-yycS.r4を用いてHO1011（ΔyydA::tet, orf2[ochre]）株を構築した。 

 

HO1072 および HO1073（Δspo0J::tet） 

 spo0J遺伝子の上流領域と下流領域を168（wild-type）染色体DNAからプライマーセッ

ト spo0J.f1/spo0J.r1と spo0J.f2/spo0J.r2を用いてそれぞれ増幅した。この2つの断片と

pBEST307から増幅した tetカセットをリコンビナントPCRによりひとつの断片として融

合した。この断片を用いて168（wild-type）と∆6DBC株をそれぞれ形質転換し、得られた

形質転換体をHO1072（Δspo0J::tet）とHO1073（∆6DBC Δspo0J::tet）とした。 
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HO1019, HO1020, HO1238, HO1239, HO1021, HO1022, HO1023, HO1242

および HO1241 

 ∆6DBC株染色体上の terC近傍領域へDBC[yydA-yycS]領域を導入するために、tetカセ

ット配列を含むDBC[yydA-yycS]領域をHO1001（ΔyydA::tet）染色体DNAからプライマ

ーセットyydA-yycS.r2/yydA.f1を用いて増幅した。また、挿入する部位の上流および下流領

域を168（wild-type）染色体DNAから増幅した（用いたプライマーセットは表2.3に記載）。

増幅した2つのPCR断片を、pBEST307から増幅した tetカセットとリコンビナントPCR

により融合し、最終的に得られたPCR断片を用いて∆6DBC株を形質転換した。本研究では、

7箇所の染色体部位（yabT（7°）、yhaR（90°）、cgeD（180°）、yonN（190°）、ypqA（200°）、

yteA（270°）、yxbC（353°））に位置する遺伝子をDBC[yydA-yycS]領域を含む tetカセット

で置換した。得られた形質転換体を、それぞれHO1238, HO1239, HO1021, HO1022, 

HO1023, HO1242およびHO1241とした。なお、タイリングアレイ法（Ishikawa et al, 2007）

による転写プロファイルの解析から、上記の7遺伝子の転写は、対数増殖期において認めら

れないことを確認している。 

 

HO1243, HO1244, HO1245, HO1246 および HO1247 

 ∆6DBC株染色体上のyydA（353°）領域へ異なるDBC領域の配列を導入するために、各々

のDBC領域と挿入する領域の上流および下流の配列をHO1001（ΔyydA::tet）染色体DNA

からプライマーセット（表Ⅱ.3参照）を用いて増幅した。増幅した3個のPCR断片を、リ

コンビナントPCRにより1個の断片へと融合し、最終的に得られたPCR断片を用いて

∆6DBC株を形質転換した。得られた形質転換体は染色体を抽出し、yydA-yycS領域に変異

が導入されていないことをシーケンスにより確認した。得られた形質転換体を、それぞれ

HO1243、HO1244、HO1245、HO1246およびHO1247とした。 

 

tetO array/TetR-mCherry を有する株 

 oriC領域の細胞内局在を観察するためにtetO/tetR systemを利用した。JWV086（Veening 

et al, 2009）株の染色体上には、hutM（345°）領域に tetO array（kan）が、またamyE

領域にPxyl-tetR-mCherry（spc）が挿入されており、tetO arrayおよびPxyl-tetR-mCherry

は、解析に用いた株に形質転換により導入した。 
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HO1029（∆5DBC dnaA-12his）および HO1128（∆6DBC dnaA-12his） 

 dnaAの3’末端に12-histidineタグ配列を付加するために、プラスミドpMUTinAhisN

（Ishikawa et al, 2007）をHO1009（∆5DBC）および∆6DBC株に導入した。続いて導入

したpMUTinAhisNを細胞内から除去し、12-histidineタグ配列を付加のみがdnaAに付加

された株を、それぞれHO1029（∆5DBC dnaA-12his）およびHO1128（∆6DBC dnaA-12his）

とした。 

 

pBOX-DBC[yydA-yycS]を有する株 

 DBCを含むyydA-yycSの遺伝子間領域をマルチコピープラスミドに挿入するために、

DBC[yydA-yycS]配列を168（wild-type）株染色体DNAからプライマーセット

yydA-yycS.f1/yydA-yycS.r1を用いてPCRで増幅した。得られたPCR断片は、BbeIとEcoRI

で制限酵素処理した後、プラスミドpO2HC（Ishikawa et al, 2006）に挿入し、得られたプ

ラスミドをpBOX-DBC[yydA-yycS]とした。このpBOX-DBC[yydA-yycS]を168（wild-type）、

∆6DBC株およびHO1128（∆6DBC dnaA-12his）に導入し、得られた形質転換体をHO1012

（pBOX-DBC[yydA-yycS]）、HO1016（∆6DBC pBOX-DBC[yydA-yycS]）およびHO1029

（∆6DBC dnaA-12his pBOX-DBC[yydA-yycS]）とした。 

 

II.8. Affymetrix tiling arrayによるトランスクリプトーム解析 

 DBCの欠損が、近接遺伝子の転写へどのような影響を与えるのか評価するために

Affymetrix tiling array（Chumsakul et al, 2011）を用いてDBC欠損株の転写プロファイ

ルを168（wild-type）株のものと比較解析した。RNA抽出、cDNA合成、DNA断片の標識

およびTiling arrayとのハイブリダイゼーションの各過程は、Affymetrixの取り扱い説明書

に従い行った。データ解析では、各サンプル間でシグナル強度が平均値で500となるよう標

準化し、各遺伝子の配列内におけるプローブの平均シグナル強度を算出した（図Ⅲ.1）。解析

で使用したTiling arrayのデザインとデータは、ArrayExpress database

（http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/）に登録した。Accessionコードは、それぞれ

A-AFFY-161（array design）およびE-MEXP-3069（transcriptome）である。 

 

II.9. Real-time PCRによるDnaAと共精製されたDNAの定量 

 C末端に12histidineを付加したDnaAを利用したChAP法（Chromatin Affinity 



 33 

Purification）（Cho et al, 2008, Ishikawa et al, 2007）を用いて、DnaA分子に結合したDNA

をDnaA-Hisと共沈させ精製させた。また、超音波処理後の粗抽出液から同様の方法で染色

体DNAも精製し、Quantitative PCR（qPCR）解析における標準試料として使用した。 

DnaAと共沈したDNAを定量するために、qPCR解析に使用したプライマーセットの一覧

を表Ⅱ.3に示した。またプライマー配列のデザインは、ソフトウェアPrimer3 

（http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm）を使用して行った。qPCRは、LightCycler 480 

Real-Time PCR System（Roche）を使用し、メーカー推奨のプロトコルに準じて解析を実

施した。 

 

II.10. フローサイトメトリー解析 

 SMM、30°Cで対数増殖期（OD600=0.3）まで培養した細胞に、クロラムフェニコールを

200 mg mL-1になるよう添加した。その後、さらに5時間培養することで、進行中の複製フ

ォークを終結させ、さらに新規の複製開始と細胞分裂を阻害した。回収した細胞は、70% 

（v/v）エタノール中で4°Cにて1夜静置し、細胞を固定化させた。固定化した細胞は、遠心

してエタノールを除去し、バッファー[10 mM Tris-HCl, pH 7.5; 15 mM NaCl; 1 mM 

EDTA]に再懸濁した後、250 mg mL-1 RNaseAを加え37°Cで1時間、震盪させながら反応

させた。その後、超音波処理により連鎖を形成している細胞を解離させた。超音波破砕装置

は、Bioruptor UCD-250（Cosmo Bio Co., Ltd.）を利用し、Lowレベルの出力で2分（1サ

イクル; 2秒 “on”, 8秒 “off”）の照射を行った。処理した細胞懸濁液は、上記のバッファーで

OD600=0.008になるよう調整し、DNAを染める蛍光色素SYTO16（Molecular Probes）を

1 µMになるよう加え、室温にて遮光状態で1時間反応させた。細胞当たりのDNA量（oriC

数）の計測には、FACScan（Becton Dickinson）を使用し、またデータの解析にはCellQuest 

software（Becton Dickinson）を使用した。 

 

II.11. qPCR法を利用したoriC/terC比の計測 

 細胞中の oriCおよび terC領域のコピー数を定量するためにqPCR法を利用した。oriCお

よび terC領域のコピー数定量には、LightCycler 480 Real-Time PCR System（Roche）を

使用し、メーカー推奨のプロトコルに準じて解析を実施した。qPCR解析に使用したプライ

マーセットの一覧は表Ⅱ.3に示した。またプライマー配列のデザインは、ソフトウェア
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Primer3 （http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm）を使用した。サンプルとして使用し

た染色体DNAは、フローサイトメトリー解析と同様の条件で培養した対数増殖期

（OD600=0.3）の細胞から抽出した。同時に、全ての進行中の複製フォークを終結させ、oriC

とterCの比を1：1にした野生株細胞から抽出した染色体DNAを標準試料として利用した。 

 

II.12. 蛍光顕微鏡を用いた生細胞の観察 

 細胞形態、核様体構造および蛍光タンパク質の局在観察は、蛍光色素を加えた後に蛍光顕

微鏡を用いて実施した。使用した蛍光色素は、核様体DNA観察のためにはDAPI（Dojin; 1-5 

ng mL-1）、細胞膜観察のためにはFM4-64（Invitrogen; 1 mg mL-1）あるいはMitoTracker 

Green FM（Invitrogen; 100 nM）を使用した。蛍光シグナルの取得には、DMRE-HC 

microscope（Leica Microsystems）と冷却デジタルCCDカメラ（model 1300Y; Roper 

Scientific）を利用した。この時使用したフィルターセットは、DAPI, Filter Cube A4 [Leica 

Microsystems; GFP/MitoTracker Green FM, Filter Cube L5 [Leica Microsystems]; 

mCherry/FM4-64, Filter Cube N3 [Leica Microsystems]; YFP, XF104-2 [Omega Optical, 

Inc.]である。細胞長の測定および蛍光 fociの細胞内局在の解析は、MetaMorph software

（Universal Imaging）を利用して行った。 

 

II.13. ウエスタンブロッティング法 

 細胞粗抽出液の調整とSDS-PAGEを利用したタンパク質分画の方法については、以前に

報告された方法（Ogura et al, 2001b）に従って実施した。PVDF膜は、Amersham Hybond-P 

polyvinylidene difluoride membrane（GE Healthcare）を使用した。一次抗体には、

Anti-DnaA rabbit polyclonal antibodyを使用し、また二次抗体には、goat anti-rabbit 

immunoglobulin G-horseradish peroxidase conjugate（Bio-Rad）を使用した。また、化学

発光シグナルの検出には、ECL Plus western blotting detection reagents （Amersham）を

利用した。 

 

II.14. SOS応答のモニタリングシステム 

 SOS応答は、bgaB遺伝子の発現モニタリングシステムを利用することにより解析した。

bgaBは、Bacillus stearothermophilusの耐熱性β-galactosidaseをコードする遺伝子であ
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る。このモニタリングシステムの系においてbgaBは、細胞障害により誘導されるプロモー

ター（PdinC）により制御されるよう染色体amyE領域に配置されている（Ogura et al, 2001）。

測定法の詳細は、Oguraらの方法に従って実施した（Ogura et al, 2001）。 
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III. 結果 
 

III.1. DBC欠損領域の構造 

 我々が、以前報告したトランスクリプトーム解析の結果から、枯草菌染色体上のoriC外に

あるいくつかのDBCは、DBCに近接した遺伝子の転写制御に関与していることが分かって

いる（Ishikawa et al, 2007）。しかしながら、転写制御への関与が認められないDBC領域

もあり、これらのDBCが、細胞周期の中で染色体の複製開始制御、あるいは oriC周辺領域

の核様体構造維持にも関与しているのではないかと予想した。そこで本研究では、oriC外の

DBCが担う新規の機能を明らかにするために、6箇所の oriC外DBCを枯草菌染色体上か

ら削除した欠損株MYA143（Δ6DBC）を構築しその表現型を詳細に解析することにした。 

 Δ6DBC株は、DBCを含む6箇所の遺伝子間領域を染色体上から欠損させたものであるが、

変異を導入する際にマーカーとして用いた薬剤耐性遺伝子は染色体上に残っていない。なお、

構築した∆6DBC株細胞の増殖速度および細胞長は、野生株細胞と同等であった（後述）。欠

損変異株の構築方法については、Ⅱ.3 マーカーフリー遺伝子欠損法によるDBC欠損株の構

築の項で詳述してあり、欠損領域の構造については図Ⅲ.1に示した。 

 
III.2. oriC外の6箇所のDBC欠損により過剰複製が誘導される 

 対数増殖期におけるΔ6DBC株の複製開始頻度について検証するために、野生株細胞およ

び各DBC領域の欠損変異株細胞を比較し解析した。解析には、細胞当たりのoriC数の測定

をフローサイトメトリー解析で測定し（図Ⅲ.2）、また oriCと terC領域それぞれのコピー数

の比（oriC/terC比）をqPCR法により測定した（表Ⅲ.1）。SMM合成培地（L-グルタミン

酸, L-アスパラギン, カザミノ酸を添加）、30°C（倍化時間 ≈ 45分）の条件で培養し、対数

増殖期に達した培地中にクロラムフェニコール（200 µg mL-1）を添加し更に 5時間培養し

た細胞をエタノール固定し解析に使用した。解析の結果、野生株細胞では、2N（oriC = 2を

示すピーク）および4N（oriC = 4を示すピーク）に相当する2個のDNAピークが観察され

た。観察されたそれぞれのピークは、互いに重なり合うことなく分離していた。また、この

2個のピーク中で2Nのピークが、4Nに比較して優勢であったことから、解析で使用した培

養条件（SMM 30°C）により培養した細胞集団中では、2個の oriCを持つ細胞が大多数を占
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めていると考えられる（図Ⅲ.2.B）。 

 
図Ⅲ.1 ∆6DBC株における6箇所のDBC欠損領域の概要 

DBCを含む遺伝子間領域の配列構造の概要を、近接遺伝子（白抜きの矢じり）DnaA-box（黒の矢じり）、推定され
るプロモーター配列（細い矢印）と共に図示している。欠損領域を図の下端に両向きの矢印で示し、括弧内には欠

損領域の長さを示した。ゲノム上の位置は上端に示した（Kunst et al, 1997）。各々の遺伝子間領域は、以下の通り
である。gcp-ydiF （A）, yqeG-sda （B）, ywlC-ywlB （C）, ywcI-vpr （D）, yydA-yycS （E）, thdF-jag （F）。 
 

 一方、∆6DBC株を解析した結果、明確に分離した染色体DNAのピークを検出すること

は出来ず、4N以上に渡る幅広の単一ピークが観察された（図Ⅲ.2.I）。野生株細胞ではクロ

ラムフェニコール処理により進行中の複製伸張反応が terCまで継続され、複製フォークが完
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全に終結した状態を反映し、明確に分離した2個のDNAピーク（oriC = 2, oriC = 4）が観

察される。ところが、∆6DBC細胞では幅広の単一ピークのみが観察されたことから、複製

フォークが終結せずに途中で停止している可能性が考えられた。つまり、∆6DBC株では、

クロラムフェニコール添加により新規の複製開始を阻害出来ていないのではないかと考え、 

 

 
図Ⅲ.2 DBC欠損株のフローサイトメトリーのプロファイル 

（A）∆6DBC株において DBCを欠損させたゲノム上の位置 
（B-J）野生株およびDBC欠損株のフローサイトメトリーのプロファイル。培養は、SMMを使用し30°Cで行っ

た。詳細は、2.10フローサイトメトリー解析の項を参照。（B） 168 （wild-type）, （C） MYA155 （ΔDBC 
[gcp-ydiF]）, （D） MYA156 （ΔDBC [yqeG-sda]）, （E） MYA157 （ΔDBC [ywlC-ywlB]）, （F） MYA018 
（ΔDBC [ywcI-vpr]）, （G） MYA019 （ΔDBC [yydA-yycS]）, （H） MYA158 （ΔDBC [thdF-jag]）, （I） 
MYA143 （Δ6DBC）, （J） HO1009 （Δ5DBC）。白三角は、3Nピークを示す。 
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表Ⅲ.1 oriC/terC比 

Strain Relevant genotype oriC/terCa Relative 
ratiob 

168 wild-type 2.32 ± 0.43 1.00 
MYA155 ∆DBC[gcp-ydiF] 2.30 ± 0.13 0.99 
MYA156 ∆DBC[yqeG-sda] 2.23 ± 0.20 0.96 
MYA157 ∆DBC[ywlC-ywlB] 2.34 ± 0.25 1.01 
MYA018 ∆DBC[ywcI-vpr] 2.16 ± 0.21 0.93 
MYA019 ∆DBC[yydA-yycS] 2.22 ± 0.18 0.96 
MYA158 ∆DBC[thdF-jag] 2.11 ± 0.15 0.91 
HO1009 ∆5DBC 2.38 ± 0.32 1.03 
MYA143 ∆6DBC 3.17 ± 0.28 1.37 
HO1019 ∆6DBC, 7°::DBC[yydA-yycS] 2.45 ± 0.42 1.06 
HO1020 ∆6DBC, 90°::DBC[yydA-yycS] 2.25 ± 0.46 0.97 
HO1021 ∆6DBC, 200°::DBC[yydA-yycS] 2.49 ± 0.20 1.07 
HO1022 ∆6DBC, 270°::DBC[yydA-yycS] 2.67 ± 0.17 1.15 
HO1023 ∆6DBC, 353°::DBC[yydA-yycS] 2.14 ± 0.30 0.92 
HO1242 ∆6DBC, 200°::DBC[yydA-yycS], 

180°::DBC[yydA-yycS] 
2.48 ± 0.59 1.07 

HO1241 ∆6DBC, 200°::DBC[yydA-yycS], 
180°::DBC[yydA-yycS], 190°::DBC[yydA-yycS] 

2.13 ± 0.22 0.92 

HO1015 ∆6DBC, pO2HC 3.15 ± 0.50 1.36 
HO1016 ∆6DBC, pBOXyydA-yycS 3.13 ± 0.59 1.35 
HO1230 ∆DBC[yydA-yycS], ∆DBC[gcp-ydiF] 2.24 ± 0.18 0.97 
HO1231 ∆DBC[yydA-yycS], ∆DBC[yqeG-sda] 2.37 ± 0.25 1.02 
HO1232 ∆DBC[yydA-yycS], ∆DBC[ywlC-ywlB] 2.48 ± 0.21 1.07 
HO1233 ∆DBC[yydA-yycS], ∆DBC[ywcI-vpr] 2.71 ± 0.28 1.17 
HO1234 ∆DBC[yydA-yycS], ∆DBC[thdF-jag] 2.76 ± 0.25 1.19 
HO1247 ∆6DBC, 353°::∆BC[gcp-ydiF] 3.13 ± 0.14 1.35 
HO1243 ∆6DBC, 353°::∆BC[yqeG-sda] 3.22 ± 0.24 1.39 
HO1244 ∆6DBC, 353°::∆BC[ywlC-ywlB] 2.98 ± 0.05 1.28 
HO1245 ∆6DBC, 353°::∆BC[ywcI-vpr] 2.68 ± 0.15 1.16 
HO1246 ∆6DBC, 353°::∆BC[thdF-jag] 3.02 ± 0.28 1.30 
HO1034 ∆spo0J 2.46 ± 0.18 1.06 
HO1030 ∆（soj-spo0J） 2.43 ± 0.15 1.05 
HO1035 ∆6DBC, ∆spo0J 5.02 ± 0.33 2.17 
HO1225 ∆6DBC, ∆spo0J, sojT88M 3.54 ± 0.31 1.53 
HO1031 ∆6DBC, ∆（soj-spo0J） 3.88 ± 0.56 1.67 
（a）oriCおよび terCのコピー数は、qPCR法を利用し定量した。各々、独立した複数回の実験（n≥5）

から得た平均値と±SDを示す。 
（b）野生株細胞に対する相対値。 
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通常の10倍量のクロラムフェニコール（2 mg mL-1）を添加し、フローサイトメトリー解析

を再度実施した。しかしながら、DNAピークのプロファイルに変化は認められず、フロー

サイトメトリー解析を用いて∆6DBC細胞の正確な複製開始頻度を求めることは出来なかっ

た。一方で、qPCRによる∆6DBC細胞の oriC/terC比を測定したところ、その値は野生株に

比べ1.37倍高い値を示した。この結果は、∆6DBC株細胞では過剰複製が誘導されているこ

とを強く示唆するものである（表Ⅲ.1）。以上の結果から、∆6DBC細胞で観察された異常な

ピークのプロファイルは、過剰複製と、クロラムフェニコール処理中に複製が不完全に終結

してしまったという両方の影響を反映しているものと考えられる。 

 6箇所の単一DBC領域欠損株のパターンにおいては、概ね野生株のパターンと同等のも

のであった（図Ⅲ.2.C-H）。しかしながら、yydA-yycS領域（DBC[yydA-yycS]）欠損株につ

ては、他の単一領域欠損株に比較して僅かではあるが明確に2Nピークの減少が認められた

（図Ⅲ.2.G）。このことから、∆DBC[yydA-yycS]株細胞では軽微な過剰複製が起きていると

考えられるが、qPCR法により測定した oriC/terC比からは、野生株との明確な差異は認め

られなかった（表Ⅲ.1）。さらに、このDBC[yydA-yycS]領域を∆6DBC株染色体上元の領域

へ再導入させたところ（∆5DBC）、∆6DBC株で見られた過剰複製のDNAピークのパター

ンが部分的に相補されることが明らかになった。これらの結果は、DBC[yydA-yycS]領域は、

∆6DBC株で観察された過剰複製の誘導に関与することを示している。 

 さらにDBC[yydA-yycS]領域以外のDBC領域が、∆6DBC株の過剰複製に関与しているの

か調べるために∆DBC[yydA-yycS]と他の領域との二重欠損変異株を構築した。二重欠損変異

株の構築は、∆DBC[yydA-yycS]株（MYA019）染色体上に残っている他のDBC領域を耐性

カセットで置換する事により獲得した。獲得した二重欠損変異株細胞を用いて、フローサイ

トメトリー解析とoriC/terC比の算出を実施した。その結果、∆DBC[yydA-yycS] 

∆DBC[ywcI-vpr]二重欠損変異株では、複製開始頻度が∆6DBC株と同等のレベルにまで亢進

することが明らかになった（図Ⅲ.2.K）。さらに、∆6DBC株染色体上の oriC近傍にあるyydA

領域（353°）にDBC[ywcI-vpr]を再導入すると∆6DBC株の過剰複製が顕著に回復するする

ことも同時に明らかになった。ただし、DBC[yydA-yycS]を∆6DBC株染色体へ導入した場合

（HO1009）に比べ、過剰複製回復の度合いは少なかった（図.Ⅲ.3.J）。 

 これらの結果から、∆6DBC 株における過剰複製の表現型は、主に 2 箇所の領域

（DBC[yydA-yycS]およびDBC[ywcI-vpr]）の欠損によるものであると考えられる。しかし、

フローサイトメトリー解析から得られた結果では、∆DBC[yydA-yycS] DBC[ywcI-vpr]二重
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欠損株のDNAピークプロファイルには、2Nのピークが依然として検出されており∆6DBC

株のパターンとは異なるものであった（図Ⅲ.3.D）。この結果から、単独領域欠損株のフロー

サイトメトリー解析では、DNA ピークプロファイルに変化は認められないものの、

DBC[yydA-yycS]およびDBC[ywcI-vpr]以外の 4箇所のDBC領域も、∆6DBC株における

過剰複製の誘導に僅かではあるが関与すると考えられる。 

 

 
図Ⅲ.3 複製開始制御への関与を示す DBC領域 
（A-M）DBC欠損株および再導入株のフローサイトメトリーのプロファイル。培養は、SMMを使

用し 30°Cで行った。詳細は、2.10フローサイトメトリー解析の項を参照。 
（A）MYA019 （ΔDBC [yydA-yycS]）, （B） HO1231（ΔDBC [yydA-yycS], ΔDBC [yqeG-sda]）, 
（C） HO1232（ΔDBC [yydA-yycS], ΔDBC [ywlC-ywlB]）, （D） HO1233（ΔDBC [yydA-yycS], 
ΔDBC [ywcI-vpr]）, （E） HO1234（ΔDBC [yydA-yycS], ΔDBC [thdF-jag]）, （F） HO1230
（ΔDBC [yydA-yycS], ΔDBC [gcp-ydiF]）, （G） MYA143（∆6DBC）, （H） HO1243（Δ6DBC, 
∆[yydA-yycS]::DBC [yqeG-sda]）, （I） HO1244（Δ6DBC, ∆[yydA-yycS]::DBC [ywlC-ywlB]）, 
（J） HO1245（Δ6DBC, ∆[yydA-yycS]::DBC [ywcI-vpr]）, （K） HO1246（Δ6DBC, 
∆[yydA-yycS]::DBC [thdF-jag]）, （L） HO1247（Δ6DBC, ∆[yydA-yycS]::DBC [gcp-ydiF]）, 
（M） HO1009（Δ5DBC） 
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III.3. ∆6DBC細胞の過剰複製は、6箇所のDBC欠損により相乗的に

誘導される 

 フローサイトメトリー解析の結果、∆6DBC株では過剰複製の表現型は、幅広いピークと

して観察された。しかし、DBC単一領域の欠損株では野生株と比べてピークのプロファイル

に著しい変化は見られなかった。このことは、∆6DBC細胞の表現型が複数のDBC欠損の相

乗効果により引き起こされた可能性を示唆している。 
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興味深い事に、∆6DBC株で欠損しているDBC[yydA-yycS]配列を染色体上の元の位置に回

復させた株（HO1009 [∆5DBC], 図Ⅲ.2.J）では、フローサイトメトリーのピークのプロフ

ァイルおよび oriC/terC比が、DBC[yydA-yycS]の単一領域欠損株（∆DBC[yydA-yycS]）と

同等にまで回復した（図Ⅲ.2.G, 表Ⅲ.1参照）。DBC [yydA-yycS]領域の下流に位置するyydA

の転写については、トランスクリプトーム解析の結果から、yydA上流のDBCの欠損により

yydA自身の転写は減少することがこれまでの解析から分かっている。これは、削除したDBC 

[yydA-yycS]領域中にyydAのプロモーター配列が含まれているためであると考えられる。 

 一方で、本研究で削除したDBC [yydA-yycS]領域中において、枯草菌ゲノム配列中（Kunst 

et al, 1997）には登録されていないORFが新たに2個発見された（図Ⅲ.4.B）。この2個の

ORF（orf1, orf2）は、初めて報告された枯草菌ゲノム配列（Kunst et al, 1997）中には登録

されていないが、後に改訂されたゲノム配列ではorf2の3’領域に”G”が挿入され一つのORF

として融合した形で登録されている（Barbe et al, 2009）。今回、我々が解析に用いた研究室

保存の枯草菌株には、そのような塩基の挿入は見つからなかったことをシーケンスにより確

認している。このように、∆DBC[yydA-yycS]株で見られる複製開始への影響は、yydAの転

写量の減少が原因なのか、あるいは、orf1と orf2の欠損が原因であるのか、それを確認する

ためにyydA欠損株、さらに orf1と orf2に ochre変異を導入した株を構築し、フローサイト

メトリー解析を行った。その結果、フローサイトメトリーのピークのプロファイルに影響は

認められなかった（図Ⅲ.4.A）。これらの結果から、∆DBC[yydA-yycS]株で誘導された過剰

複製の表現型は、yydA領域のDnaA結合能欠損によるものであることが明らかになった。 

 枯草菌では、これまでDnaAによる sdaの発現誘導とdnaA自身の発現自己抑制について

詳しく解析され報告がなされてきた（Burkholder et al, 2001, Veening et al, 2009）。 

 

 図Ⅲ.4 ∆yydA, orf1（ochre）, orf2（ochre）株のフローサイトメトリーの
プロファイル 

（A）wild-type （168）, HO1001 （∆yydA）, HO1010 （∆yydA orf1[ochre]）, HO1011 （∆yydA 
orf2[ochre]）のフローサイトメトリーのプロファイル。培養は、SMMを使用し 30°Cで行った。
詳細は、2.10フローサイトメトリー解析の項を参照。 

（B）yydA-yycS遺伝子間領域の塩基配列。青および赤の boxは、それぞれ 1-bpミスマッチの
DnaA-boxとパーフェクトマッチの DnaA-boxを示す。二つの orf（orf1, orf2）は緑の boxとし
て表し、ochre変異を導入したそれぞれの位置は、“＊”で示した。改訂されたゲノム配列
（NC_000964.3）において“G”が挿入されていた位置は、赤い矢印で示した。 
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 また、当研究室においてもPAB培地で培養した対数増殖期の枯草菌細胞において、DBC

をプロモーター領域に持つywlCとyydAの転写が、DnaAにより直接抑制されることを報

告している（Ishikawa et al, 2007）。 

 今回、新たに構築した6箇所のDBCを同時に削除した欠損変異株（∆6DBC株）では、

DBC周辺遺伝子の転写にどのような影響が現れているのかを調べるために、タイリングアレ

イによる転写プロファイル解析を行うと共にDnaAタンパク質量をウエスタンブロッティン

グ法により解析した。DBCに隣接した遺伝子の転写量は、表Ⅲ.2に、欠損変異株のウエス

タンブロッティング法の結果を図Ⅲ.5に示す。 

 以前に行われたトランスクリプトーム解析から、DnaAタンパク質を過剰発現（野生株の

5倍量）させた時、dnaAおよびdnaNプロモーター領域の転写量は、減少することが報告

されている（Ishikawa et al, 2007）。本研究で構築した∆6DBC株においても同様に

dnaA-dnaNオペロンの転写量は、野生株に比べおよそ0.6-0.7倍にまで減少していた（表

Ⅲ.2）。 

 

表Ⅲ.2 野生株および∆6DBC株における DBC近接遺伝子の転写 

 
（a）オペロン単位にわけ、遺伝子の方向を矢印で示した。“»”は遺伝子間領域におけるDBCの位置を表す。 
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 このことから、∆6DBC株においてもDnaAによるdnaA遺伝子の自己転写抑制制御が機

能していると考えられる。一方で、sdaについてはDnaAにより転写が促進されることが報

告されている（Ishikawa et al, 2007）が、∆6DBC株における sda転写の変化は明確には認

められなかった（表Ⅲ.2）。これは、本研究で使用したSMM、25°Cの培養条件において sda

自体の転写レベルが低いためであると考えられる。sda同様、以前の解析からDnaAによる

転写制御（抑制制御）が報告されているywlC（Ishikawa et al, 2007）は、∆6DBC株にお

ける転写の影響は認められなかった（表Ⅲ.2）。 

 
図Ⅲ.5 ∆6DBC株, ∆5DBC株, ∆DBC[yydA-yycS]株および野生株における転

写プロファイルの比較 
A-D それぞれの遺伝子の転写強度を対数スケールで表したスキャッタープロット図。y軸は、それぞれ∆6DBC株（A, 
B）, ∆5DBC株（C）, ∆DBC[yydA-yycS]株（D）を表し、x軸は野生株を表している。∆6DBC株と野生株との比
較解析は、2回実施した。 
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この結果は、ywlCプロモーター下流に残るDnaA-boxがywlCの転写抑制に重要である可

能性を示唆している。また、DnaAによる転写抑制が報告されたyydAについては、今回

∆6DBC株では転写量が明らかに減少していた。こ野結果は、DBC領域削除の際、yydAの

プロモーター配列も同時に削除したためと考えられる（表Ⅲ.2）。一方、以前の解析では明確

に転写制御の関与は認められなかった領域であるvprとywcI-sacTについては（Ishikawa et 

al, 2007）、転写量が上昇しており、DnaA結合により発現抑制された状態から脱抑制された

ものと考えられる（表Ⅲ.2）。また thdF-gidAB-nocオペロンの転写は、以前の解析結果と同

様（Ishikawa et al, 2007）に転写の抑制が認められた（表Ⅲ.2）。 

 
図Ⅲ.6 ∆abrB株および∆sigD株のフローサイトメトリーのプロファイル 
wild-type （168）, MYA143 （∆6DBC）, OC003 （ΔabrB）, 168SDC （ΔsigD, （Serizawa 
et al, 2004））のフローサイトメトリーのプロファイル。培養は、SMMを使用し30°Cで行
った。詳細は、2.10フローサイトメトリー解析の項を参照。 
 

 これらの結果から、少なくとも今回使用した条件下（SMM 25°C）においても、DnaAは

リプレッサーあるいはアクチベーターとして機能していることが示された。しかしながら、

DBCを削除したことにより同時に他の転写制御因子の結合サイトも削除している可能性も

依然として考えられる。実際に、DBC[thdF-jag]に近接する2箇所のComK結合サイトは、

thdFオペロンの転写を正に制御することが報告されている（Ogura et al, 2002）。さらに、

DBC[ywcI-vpr]領域内のLexA結合サイトは、vprの転写抑制に関与していると予測されて

いる（Au et al, 2005）。これらの遺伝子間領域におけるDnaAを介した直接的な転写制御の

関与を明らかにするためには、さらなる解析が必要である。 

 さらに興味深い事に、∆6DBC株のトランスクリプトーム解析を通じて、AbrBレギュロン

の転写が、上昇していることが明らかになった（図Ⅲ.5.A, B）。AbrBレギュロンは、対数増
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殖期から定常期への移行期に発現する遺伝子群であり、対数増殖期にはAbrBにより転写が

抑制されている（Chumsakul et al, 2011）。 

 
図Ⅲ.7 DBCの欠損株および再導入株における DnaAタンパク質の発現量 
対数増殖期の細胞（SMM, 30°C, OD600=0.3）を集菌し、同量の細胞粗抽出液に含まれる DnaAタン

パク質を抗 DnaA抗体によるウエスタンブロッティング法により見積もった。ウエスタンブロ
ッティング法については、Ⅱ.13ウエスタンブロッティング法の項を参照。下段の数字は、野生
株に対する相対値±SD。 

（a）168 （wild-type）, MYA155 （∆DBC[gcp-ydiF]）, MYA156 （∆DBC[yqeG-sda]）, MYA157 
（∆DBC[ywlC-ywlB]）, MYA018 （∆DBC[ywcI-vpr]）, MYA019 （∆DBC[yydA-yycS]）, MYA158 
（∆DBC[thdF-jag]）, HO1009（∆5DBC）, MYA143（∆6DBC）. 

（b）168 （wild-type）, HO1019 （∆6DBC ∆yabT::DBC[yydA-yycS]）, HO1020 （∆6DBC 
∆yhaR::DBC[yydA-yycS]）, HO1021 （∆6DBC ∆ypqA::DBC[yydA-yycS]）, HO1022 （∆6DBC 
∆yteA::DBC[yydA-yycS]）, HO1023 （∆6DBC ∆yxbC::DBC[yydA-yycS]）, HO1242 （∆6DBC 
DBC ∆cgeD::DBC[yydA-yycS] ∆ypqA::DBC[yydA-yycS]）, HO1241 （∆6DBC DBC 
∆cgeD::DBC[yydA-yycS] ∆yonN::DBC[yydA-yycS]） ∆ypqA::DBC[yydA-yycS]）, HO1245 
（∆6DBC ∆DBC[yydA-yycS]::DBC[ywcI-vpr]）, HO1016 （∆6DBC pBOXyydA-yycS）, HO1015 
（∆6DBC pO2HC） 
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今回の解析では、対数増殖期にある∆6DBC株細胞において、その遺伝子群の転写が明らか

に誘導されていた。さらに、2回の独立な実験で完全には再現されていないが、SigDレギュ

ロン（Serizawa et al, 2004）の転写が、やはり∆6DBC株において減少していた（図Ⅲ.5.A, B）。

このような現象の解明は、興味深く、今後重要であると考えられる。 

このAbrB およびσD両レギュロンの転写量の変化が、∆6DBC株の過剰複製にやはり何ら

かの影響を与えているのか確認するために、abrB欠損株および sigD（σDをコードする）

欠損株を構築しフローサイトメトリー解析を行った。結果は、両欠損変異株共にDNAピー

クのプロファイルに変化は認められなかった（図Ⅲ.6）。 

 DnaAによる他の遺伝子の転写制御の解析とは別に、DnaA自身の発現量と複製開始頻度

の関係について、Oguraらは解析している。それらの報告によると枯草菌においてDnaAの

発現量を増加させると過剰複製が誘導されるとしている（Ogura et al, 2001）。しかしながら、

今回の解析で過剰複製の誘導が明らかになった∆6DBC株では、dnaAの転写量は野生株に比

べおよそ0.7倍に減少していた（表Ⅲ.2）。∆6DBC株では、この結果を反映してDnaA量も

減少しているのか、あるいは一定であるのかウェスタンブロッッティング法により解析を実

施した。しかしながら、解析の精度が十分確保出来ず、細胞当たりのDnaA量の評価を実施

する事は出来なかった（図Ⅲ.7）。 

 以上の結果から、∆6DBC株における過剰複製の表現型は、特定の遺伝子の発現量の変化

に基ずくものではなく、むしろDnaA分子とDBC間での相互作用に何らかの変化が生じた

結果として現れたものであると考えられる。しかしながら、その相互作用の違いを生み出す

ものがDnaAのタンパク質量によるものであるのか、あるいはoriC外のDBCとDnaA間

の相互作用を介し抑制制御されていたものが脱抑制された結果によるものであるのか、今回

の解析では明らかにすることが出来なかった。 

 

III.4. ∆6DBC細胞の細胞形態および核様体構造の観察 

 ∆6DBC細胞の表現型をさらに詳細に解析するために、ゆっくりと増殖する培養条件で細

胞を培養し、細胞および核様体の形態を野生株のものと比較しながら観察した。この際、培

地としてSMMを用い培養は25°Cで行った。この培養条件の時、野生株の倍化時間は、お

よそ120分であった。また、これまで∆6DBC細胞と同様に過剰複製の表現型が報告されて

いるSpo0J欠損株（HO1034）についても同様に解析した。Spo0J欠損株では、複製開始時

期が早まり、染色体分離の異常が起きると報告されている （Gruber & Errington, 2009, 
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Ireton et al, 1994, Lee & Grossman, 2006, Ogura et al, 2003, Sullivan et al, 2009）。

∆6DBC株においても過剰複製に加えて核様体の構造異常が見られるのか、顕微鏡観察を通

じてSpo0J欠損株および野生株細胞との比較解析を行った。 

 生細胞の観察においては、分裂後の枯草菌細胞は明確に分離せずに鎖状に連なるため、分

裂した細胞を見分けるのが困難である。そこで分裂した細胞を厳密に評価するため、生細胞

をFM4-64（細胞膜）とDAPI（染色体DNA）を用いて二重染色し、蛍光顕微鏡で画像を取

得した。得られた画像から、細胞当たりの核様体数を計測しその内訳を表Ⅲ.3にまとめた。

また、細胞長を計測しそのヒストグラムを作製した（図Ⅲ.8）。 

 

表Ⅲ.3 細胞当たりの核様体数の内訳 

解析した細胞数 
菌株 遺伝子型 

計 n=1 a n=2 b 

HO1065 wild-type 589 561 （95.2） 28 （4.8） 

HO1067 ∆6DBC 561 523 （93.2） 38 （6.8） 

HO1069 ∆spo0J 532 513 （96.4） 19 （3.6） 

HO1194 ∆（soj-spo0J） 578 562 （97.2） 16 （2.8） 

HO1200 ∆6DBC, ∆（soj-spo0J） 590 551 （93.4） 39 （6.6） 

HO1176 ∆5DBC 596 580 （97.3） 16 （2.7） 

HO1175 ∆6DBC, 200°::DBC[yydA-yycS] 626 614 （98.1） 12 （1.9） 

HO1177 ∆5DBC, Dspo0J  632 612 （96.8） 20 （3.2） 

HO1179 ∆6DBC, 200°::DBC[yydA-yycS], ∆spo0J 572 549 （96.0） 23 （4.0） 
（a）1個の核様体（n=1）を持つ細胞数。括弧内は解析した全体の細胞数に対する比率。 
（b）2個の核様体（n=2）を持つ細胞数。括弧内は解析した全体の細胞数に対する比率。 

 

 FM4-64（細胞膜）とDAPI（染色体DNA）を用いて二重染色した生細胞を観察し、細胞

当たりの核様体数を計測した。野生株細胞の大部分（95.2%）は、1個の核様体を保持して

おり、少数の長い細胞集団（4.8%）については2個の核様体を有していた（表Ⅲ.3）。∆6DBC

細胞および∆spo0J細胞においても同様の傾向がみられた。 

 これらの結果から、解析で用いた培養条件（SMM 25°C）において、野生株および変異株

の細胞では、染色体複製の後、2個の娘染色体が分離すると、速やかに細胞分裂が起きてい

ると考えられる。 
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 FM4-64染色を実施した生細胞を解析し各細胞の細胞長の分布をヒストグラムに表した結

果、∆6DBC細胞の細胞長（2.82 µm）は、野生株の細胞長（2.96 µm）と同様であることが

明らかになった（図Ⅲ.8.A-B）。一方、spo0J欠損株（∆spo0J）では、これまで報告されてい

る結果と一致するように、細胞の伸長が僅かではあるが観察された（3.23 µm）（図Ⅲ.8.C,）

（Autret et al, 2001, Ogura et al, 2003）。 

 

III.5. ∆6DBC株では複製開始が早期に始まる 

 核様体構造の詳細な解析を行うために、oriC領域の細胞内での相対的な位置を測定した。

LeeとGrossmanは、oriCの細胞内局在を統計的に解析した結果、Spo0J欠損株では、過剰

複製に加えて oriCの細胞内局在にバラつきを生じ、さらに複製後の娘oriCの分離阻害が起

きると報告している （Lee & Grossman, 2006）。 

 
図Ⅲ.9 oriC fociと Spo0J fociの共局在 
HO1074染色体のoriC近傍（hutM::345°）に挿入した tetO arrayに結合するTetR-mCherryとSpo0J-GFPの蛍
光シグナルを用いて、oriC領域を視覚化した。細胞は、SMM 25°Cで培養した後、位相差像（PC）, TetR-mCherry 
（oriC）, Spo0J-GFP（Spo0J）, TetR-mCherryとSpo0J-GFPのオーバーレイ画像（oriC/Spo0J）の蛍光像を撮
影した。詳細は2.12蛍光顕微鏡を用いた生細胞の観察を参照。 
 

図Ⅲ.8 野生株および変異株の細胞長の分布 
各々の変異株および野生株細胞を対数増殖期（SMM 25°C）まで培養し、膜染色（FM4-64）を行った後、500-1000
個の生細胞の細胞長を計測した。ヒストグラムにおける細胞長の区間は0.5µmで作製した。それぞれに、計測した
細胞数（n）および平均細胞長（Av ± SD）を示す。（A）wild-type （168）, （B） MYA143 （∆6DBC）, （C） HO1034 
（Δspo0J）, （D） HO1030 （Δ[soj-spo0J]）, （E） HO1035 （∆6DBC Δspo0J）, （F） HO1225 （∆6DBC Δspo0J 
sojT88M）, （G） HO1031 （Δ∆6DBC, Δ[soj-spo0J]）, （H） HO1009 （∆5DBC）, （I） HO1021 （∆6DBC 
200°::DBC[yydA-yycS]）, （J） HO1041 （∆5DBC Δspo0J）, （K） HO1178 （∆6DBC Δspo0J 
200°::DBC[yydA-yycS]）. 
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図Ⅲ.10 oriC領域の細胞内局在 

wild-type株 （HO1065）, ∆6DBC株 （HO1067）, Δspo0J 株（HO1069）の oriC近傍
（hutM::345°）に挿入した tetO arrayに結合する TetR-mCherryを用いて、oriC領域の視覚化
した。細胞は、SMM 25°Cで培養した後、MitoTracker Green FM （細胞膜）およびmCherry 
（oriC）の蛍光像を撮影した。詳細は 2.12蛍光顕微鏡を用いた生細胞の観察を参照。 

（A）MitoTracker Green FM （緑）およびmCherry （赤）の Overlay画像。 
（B）区間の長さが 0.1µmの細胞長のヒストグラム。1個, 2個, 3個, 4個, ≥5個の oriC-fociを有す

る n=1細胞（1個の核様体を持つ細胞）について、各々青, 灰, 緑, 赤, 黒で示す。 
（C）細胞内における oriC fociの位置を散布図として表した。x軸に近接の細胞極から oriC fociま

での距離をとり、y軸には細胞長をとった。1個, 2個, ≥3個の oriC fociを有する n=1細胞（1
個の核様体を持つ細胞）について、各々青, 灰, 赤で示す。（B）および（C）の x軸は同じスケ
ール細胞長で示されており、細胞長は（C）の下端に表している。（差し込み図）は、x軸；2個
の oriC foci間の距離（interfocal distance, IFD）と y軸；細胞長（CL）の分布図である。 

 

 ∆spo0J株同様に、過剰複製を示す∆6DBC株においても oriC領域の局在異常が起きてい

るのか、確認するために tetO-TetR fluorescent repressor operator system（FROS）を利用

し生細胞の蛍光顕微鏡観察を行った。解析を行う各株について、tetO array配列を oriCから
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167Kbp離れた領域（hutM::345°）へ挿入し、amyE領域に挿入したカセットから発現する

TetR-mCherry融合タンパク質により tetO arrayを赤色蛍光でラベルし、蛍光顕微鏡で観察

した（Veening et al, 2009）。なお、hutM::345°からの蛍光シグナルが、oriC領域の位置を

反映していることを確認するために、これまでoriC領域の細胞内局在マーカーとして用いら

れてきたSpo0J-GFPとTetR-mCherryの両 fociが共局在することを確認している（図Ⅲ.9）。

解析の結果として明らかになった、細胞当たりのoriC foci数を表Ⅲ.4に、画像と細胞長のヒ

ストグラム、および細胞長とoriC fociの局在位置の散布図を図Ⅲ.10に示す。 

 枯草菌では過去の解析から、複製が開始された後、2個の娘 oriCは直ちに分離するという

ことが分かっている（Webb et al, 1998）。今回の解析で用いた培養条件（SMM 25°C）にお

いて野生株細胞では、2個の oriC fociを持つ細胞集団が大部分を占めた（81.5%）（表Ⅲ.4, 図

Ⅲ.10.Bグレー）。一方、1個の oriC fociを持つ細胞長の短い細胞は少数であった（14.8%）

（表Ⅲ.4, Ⅲ.10.B青）。また、わずかではあるが3個あるいは4個の oriC fociを有する細胞

（3.8%）も観察された（表Ⅲ.4, 図Ⅲ.10.B緑赤）。これらの結果から、今回解析に用いた増

殖速度の遅い培養条件下（SMM 25°C）では、野生株の細胞は、細胞分裂が完了する前に複

製が終結しており、さらに細胞分裂完了に続いて、新たな複製開始が、1個の oriCから始ま

ることを示している。 

 それに対して、∆6DBC株の細胞では1個の oriC fociを持つ細胞は、わずかしか検出され

ず（3.1%）（表Ⅲ.4, 図Ⅲ.10.B青）、それに代わり3個ないし4個の oriC fociを持つ細胞集

団の割合が増加（27.4%）した（表Ⅲ.4, 図Ⅲ.10.B緑赤）。この結果から、∆6DBC細胞では、

野生株細胞とは異なり、複製開始が細胞分裂前の2個の oriCから起きていると考えられる。

∆6DBC細胞では、oriC/terC比が野生株細胞に比べ1.37倍高い値を示すことをⅢ.3項で示

したが（表Ⅲ.1）、それは、細胞周期における複製開始の時期が早まったためであると考えら

れる。 

 一方、∆spo0J細胞では、1個の oriC fociを持つ細胞が7.2%（表Ⅲ.4, 図Ⅲ.10.B青）、ま

た3個ないし4個の oriC fociを持つ細胞は12.3%（表Ⅲ.4, 図Ⅲ.10.B緑赤, ）と、ほぼ同等

の比率になっていた。このように∆spo0J細胞では、1個の oriC fociを持つ細胞（複製開始

前の集団）と、3個ないし4個の oriC fociを持つ細胞（細胞分裂前に複製が開始した集団）

が、ほぼ等しい比率で存在していた。これは、∆spo0J細胞においては複製開始時期と細胞分

裂時期が一致していることを示唆している。すなわち、∆spo0J細胞においても∆6DBC細胞

ほど顕著ではないが、早期の複製開始が起きていると考えられる。また、本研究で得られた



 55 

これらの結果は、これまで報告されてきた∆spo0J欠損株の解析結果とも一致するものである

（Gruber & Errington, 2009, Ireton et al, 1994, Lee & Grossman, 2006, Ogura et al, 2003, 

Sullivan et al, 2009）。 

 蛍光顕微鏡を用いたoriC fociの解析から、∆spo0J株および∆6DBC株では、3個の oriC

を保持する細胞（3-oriC）が増加していることが明らかになった。特に∆6DBC株細胞では、

その傾向が顕著であり、細胞当たりのoriC fociのヒストグラム解析では、3-oriC細胞の占め

る比率が野生株（2.0%）に比較しておよそ10倍高い値（23.5%）を示すことが明らかにな

った。この3-oriC細胞が検出されたことについては、二つの可能性が考えられる。一つは、

2個の oriCからそれぞれ複製が開始されてはいるが、複製された2対（4個）の娘 oriCの

うち1対（2個）の娘 oriCの分離が阻害されるというものである。この場合、本研究の解析

で使用した蛍光顕微鏡が持つ解像度の制限から、分離阻害により近接したままでいる2個の

oriCを認識することは出来ない。しかしながら、フローサイトメトリー解析においては、

2-oriCから複製された4-oriCのDNA量を反映して4N（oriC = 4）のDNAピークが顕著に

増加するはずである。ところが、実際にはDBC欠損変異株では4Nピークの亢進は僅かに

認められるものの、それ以上に3Nピークが亢進していることが明らかになった。一方、も

う一つの可能性であるが、核様体分離が起きる前の段階において2個の oriCからの複製開始

のタイミングにバラつきが生じるというものである。前述の通り、フローサイトメトリー解

析において観察されたDBC欠損変異株のパターンでは、3N（oriC = 3）に相当するDNA

ピークが確かに亢進することが観察されている（図Ⅲ.2）。これらの結果から、DBC欠損変

異株で観察された3個の oriC fociを保持する細胞では、2個の oriCからの複製開始時期に

バラつきが生じており、片方のoriCの複製が開始されていないままに細胞分裂が生じている

と考えられる。 

 次に、細胞内でのoriCの相対的な局在位置を解析した（図Ⅲ.10.C）。野生株細胞では、1

個の oriCは細胞中央に局在している（図Ⅲ.10.C青）。そして、細胞長が複製開始を行う長

さに達すると、2個に分離した oriCが細胞の1/4および3/4の位置に移動することが観察さ

れた（図Ⅲ.10.Cグレー）。このような oriC fociの細胞内挙動は、今までされてきた報告と一

致するものである。∆spo0J株および∆6DBC株においても、基本的には1個の oriCと2個

の oriCの局在分布のパターンは、同様のものであった。しかし、この2株の細胞では、細胞

の1/8、3/8、5/8、7/8の位置に局在する3個～4個の oriC fociが増加していた（図Ⅲ.10.C

赤）。これは、∆spo0J細胞および∆6DBC細胞における過剰複製を反映したものであると考
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えられる。 

 さらに、複製後に分離した2個の oriCが正確に分配されたかを判断するために、2つの

oriC間の距離（interfocal distance = IFD）を計測し、細胞長との関係を散布図として示し

た（差し込み図Ⅲ.10.C）。野生株細胞では、細胞長（CL）に比例して2つの oriC間の距離

（IFD）も伸張していくことが分かった。∆spo0J株および∆6DBC株においても同様の傾向

にあるが、∆6DBC株では、長い細胞長を持つ細胞は2個以上の oriCを持つため、IFDを計

測する2個の oriCを持つ細胞の分布は分布図からは消失している。しかしながら、IFDの

分布について著しい偏りは見られなかった。 

 今回 tetO/TetRシステムを用いて、細胞当たりのoriC fociの数と細胞長の関係（図Ⅲ.10.B）

と、細胞内での oriCの相対的な局在位置の解析（図Ⅲ.10.C）および、2つの oriC間の距離

（IFD）と細胞長との関係（差し込み図Ⅲ.10.C）を解析した。これらの結果から、∆spo0J

株および∆6DBC株において、複製開始時期が早期に起きていることを示唆する結果が得ら

れた。一方、染色体分離については、解析で使用した遅い増殖速度の培養条件下では、∆spo0J

株および∆6DBC株において染色体分離に異常を来すような表現型は検出されなかった。以

上の結果から、今回の遅い増殖速度における培養条件下では、∆spo0J細胞および∆6DBC細

胞の oriCの細胞内局在が見かけ上乱れることはないということが分かった。なお、∆spo0J

細胞でみられる染色体分離異常の表現型は、増殖速度が遅い培養条件下では抑制されるとい

う報告があり（Autret et al, 2001）、今回の解析結果と一致する。 

 

III.6. ∆6DBCと∆spo0Jの変異は相乗的に過剰複製を促進し、染色

体分離阻害と著しい細胞増殖阻害を引き起こす 

 Ⅲ.5項で述べた通り、∆6DBC株で観察された早期の複製開始は、そのタイミングが異な

ってはいるが∆spo0J株においても観察された。さらに、DnaA結合領域であるDBCとSpo0J

結合サイトのparSサイトは、両者ともにoriC近傍領域に分布している（Ishikawa et al, 

2007）。これらの事実は、∆6DBC株の表現型がSpo0Jの機能が部分的に損なわれたことに

起因するかあるいは、DnaAの oriC外DBCへの結合がSpo0Jの担う機能と重複している

ことを示唆している。これらの可能性を確かめるために、∆spo0J欠損変異を∆6DBC株に導

入し表現型を解析することにした。 
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図Ⅲ.11 （∆6DBC-∆spo0J）二重欠損株における表現型（増殖阻害と形態異

常）と Soj機能欠損によるその抑制 
A. 細胞増殖曲線（SMM 37°C）；168 （wild-type; 黒丸）, MYA143 （Δ6; 黒三角）, HO1034 （Δ

spo0J; 黒四角）, HO1035 （∆6DBC-Δspo0J; 白丸）, HO1225 （∆6DBC-Δspo0J-sojT88M; 
黒菱）, and HO1031 （∆6DBC-Δ（soj-spo0J）; アスタリスク） 

B-E. HO1035（∆6DBC-Δspo0J）生細胞（SMM 25°C）の位相差像と DAPI像の Overlay画像。無
核の細胞（B）, 膨張した細胞（C）, ゴースト細胞（D）, ギロチン効果が見られる細胞（E）。 

F-K. tetO/tetR-mCherryを有する生細胞（SMM 25°C）の位相差（PC）, DAPI（DAPI）および o
riC foci（oriC）の画像。（F）HO1065（wild-type）, （G）HO1067（∆6DBC）, （H）HO1
069（∆spo0J）, （I） HO1226 （∆6DBC-Δspo0J）, （J）HO1071（∆6DBC-Δspo0J-sojT88
M）, （K）HO1200（∆6DBC-Δ（soj-spo0J）） 
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 その結果、∆6DBCと∆spo0Jの欠損が相乗的に細胞増殖阻害（SMM 37°C）を引き起こす

ことが明らかになった（図Ⅲ.11.A）。また、Autretらは、増殖速度が遅い培養条件において

∆spo0J単独欠損株による染色体の分離阻害は抑制されると報告している（Autret et al, 

2001）が、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株の増殖阻害はそうした条件（SMM 25°C）において

も観察された。さらに、∆6DBC-∆spo0J株では、複製後に分離の出来ない核様体と思われる

DNAが細胞内に広く拡散していることが観察された（図Ⅲ.11.F）。顕微鏡像の観察から、

∆6DBC-∆spo0J株では少なくとも10%程度の細胞では染色体分離に異常を来しており、無核

の細胞が出現していた図Ⅲ.11.B）。この様に異常な細胞形態および核様体形態を示す頻度は、

∆spo0J単独欠損株よりも顕著に高い（Autret et al, 2001, Ireton et al, 1994）。従って、二重

欠損変異株では、染色体の分離が著しく阻害されていることが明らかになった。また、その

平均細胞長は8.67µmと、野生株の2倍以上に達しており（図Ⅲ.8.E）、細胞分裂もまた阻害

されていることも明らかになった。 

 これらの結果と一致するように、異常に膨らんだ細胞（図Ⅲ.11.C）、細胞質を失ったゴー

スト細胞（図Ⅲ.11.D）さらに、核様体上での分裂（ギロチン現象）（図Ⅲ.11.E）など異常な

細胞形態を示す細胞が観察された。 

 以上の結果から、∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異により、細胞形態および核様体形態が著し

く影響を受けることが明らかになった。∆6DBC-∆spo0J株細胞では、生細胞数（CFU mL-1）

の減少も顕著であることから（結果は示さない）、細胞および核様体に形態異常を来すような

細胞は、培養中においてに速やかに死に至ると予想される。そのため、∆6DBC-∆spo0J株細

胞を対象とした oriCの細胞内局在の詳細な解析は、行うことが出来なかった。しかしながら、

蛍光顕微鏡観察では、oriCが細胞内でランダムに位置することが見られ、かつその数も

∆6DBC株および∆spo0J株に比べ著しく増加していた（図Ⅲ.11.I）。また、qPCR法による

解析では、oriC/terC比が野生株のおよそ2倍にまで増加していることが分かった（表Ⅲ.1）。

これら結果から、∆6DBC-∆spo0J株細胞においては、∆6DBC株に比べて過剰複製が一層促

進されていると考えられる。 

 

III.7. Sojの欠損により∆6DBC-∆spo0J二重欠損株の増殖阻害は回

復する 

 興味深いことに、解析を続ける中で∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異株における増殖抑制の復
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帰変異株（HO1225）が出現することが明らかになった。この変異株では、増殖速度が野生

株と同等まで回復しており（図Ⅲ.11.A）、soj遺伝子へ点変異（T88M）が導入されているこ

とが分かった。さらに、∆soj欠損変異を∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異株に導入したところ

（∆6DBC-∆（soj-spo0J））、やはり増殖阻害はSojT88M変異導入と同様に回復した（図

Ⅲ.11.A）。この結果から、SojT88Mタンパク質の詳細な性質に関する解析は行っていないが、

機能損失型の変異であると考えられる。 

 最近、MurrayとErringtonおよびScholefieldらは、SojがDnaAを活性化し、その活性

化はSpo0Jによって抑制されると報告している（Murray & Errington, 2008, Scholefield et 

al, 2011b）。本研究において行ったフローサイトメトリー解析でも、∆spo0J欠損変異により

誘導される過剰複製は、sojの同時欠損により部分的に相補されることが、本研究で使用した

菌株の遺伝的背景においても確認されている（図Ⅲ.12）。

 
図Ⅲ.12 Δspo0J株およびΔ（soj-spo0J）株のフローサイトメトリー解析の

DNAピークのプロファイル 
（A） wild-type （168）, （B） HO1034 （Δspo0J）, （C） HO1030 （Δ[soj-spo0J]）の
フローサイトメトリーのプロファイル。培養は、SMMを使用し 30°Cで行った。詳細は、2.10
フローサイトメトリー解析の項を参照。 

 

フローサイトメトリー解析で見られた∆spo0J変異による表現型の∆soj変異による部分的相

補については、oriCの細胞内局在解析においても観察された。∆（soj-spo0J）株では、1個

の oriCを持つ細胞が18.5%と野生株と比較して同等の程度まで回復しているが、3個ないし

は4個のoriCを持つ細胞も依然として高いことが顕微鏡観察で明らかになった（図Ⅲ.13.A, , 

表Ⅲ.4）。 
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図Ⅲ.13 各変異株における oriC領域の細胞内局在 
図中の表記および解析方法については図Ⅲ.10と同様。（上側のパネル）; 区間の長さが0.1µmの細胞長度数分布図。
1個, 2個, 3個, 4個, ≥5個のoriC-fociを有するn=1細胞（1個の核様体を持つ細胞）について、各々青, 灰, 緑, 赤, 
黒で示す。差し込み図の写真は、赤がoriC foci緑が細胞膜を表す。（下側のパネル）; 細胞内におけるoriC fociの位
置の散布図。1個, 2個, ≥3個のoriC fociを有するn=1細胞（1個の核様体を持つ細胞）について、各々青, 灰, 赤で
示す。（差し込み図）は、x軸；2個のoriC foci間の距離（interfocal distance, IFD）とy軸；細胞長（CL）の分布
図である。（A）HO1194（Δ（soj-spo0J））,（B）HO1200（∆6DBC-Δ（soj-spo0J））,（C）HO1177（∆6DBC-Δspo0J）, 
（D）HO1179（∆6DBC-Δspo0J 200°::DBC[yydA-yycS]）, （E）HO1065（wild-type）, （F）HO1069（Δspo0J）, 
（G）HO1067（∆6DBC）, （H）HO1176（∆5DBC）, （I）HO1178（∆6DBC 200°::DBC[yydA-yycS]）. 
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 これらの結果は、∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異株において、Spo0Jの抑制制御から脱抑制

されたSojによりDnaAの活性化が構成的に起きており、さらなる過剰複製を引き起こすこ

とで増殖阻害が起きていることを示唆している。実際に、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株に soj

欠損変異を導入すると、平均細胞長の伸張は回復することが本研究で行った顕微鏡観察で分

かっている。∆6DBC-∆spo0J二重欠損株へ soj機能欠損変異を導入した株の平均細胞長は、

∆6DBC-∆spo0J-sojT88M株が3.48µm、また∆6DBC-∆（soj-spo0J）株では3.10µmであっ

た（図Ⅲ.8.F, Ⅲ.8.G）。一方、oriC/terC比は∆6DBC-∆spo0J-sojT88M株が3.83に、また

∆6DBC-∆（soj-spo0J）株では3.79となり、∆6DBC細胞の3.09と比べても依然として高い

値を示した（表Ⅲ.2）。その結果を反映して、oriCの細胞内局在解析においても∆6DBC-∆

（soj-spo0J）株（図Ⅲ.13.B）では、3個ないしは4個の oriCを持つ細胞の比率が、∆6DBC

株（図Ⅲ.13.G）および∆spo0J株（図Ⅲ.13.F）に比較して依然として高かった。以上の結果

から、∆6DBC-∆spo0J株へ soj機能欠損変異を導入することで、増殖速度および細胞長伸張

は、ほぼ相補されることが明らかになった。それに対して、複製開始頻度は依然として亢進

したままであった。LeeとGrossmanの解析によると、∆（soj-spo0J）欠損変異株において

も過剰複製の表現型は、依然として残っていると報告している （Lee & Grossman, 2006）。

したがって、∆（soj-spo0J）欠損変異が∆6DBCに加わることにより、∆（soj-spo0J）-∆6DBC

株では∆6DBC株に比べ、さらに過剰複製が促進されていると考えられる。Scholefieldらは、

SojによるDnaA活性の阻害と活性化のバランスは、Spo0Jにより制御されていると報告さ

している（Scholefield et al, 2011b）。つまり、MurrayとErringtonらが提唱さするように、

Sojは細胞周期の大半の期間でDnaAの活性を抑制しており（Murray & Errington, 2008）、

そのためSojを欠損により細胞中ではDnaAの構成的な活性化が引き起こされると考えられ

る。 

 

III.8. oriCからのDnaA依存的な複製開始により、∆6DBC-∆spo0J

細胞の増殖阻害が引き起こされる 

 Ⅲ.7項で示した通り、∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異による増殖阻害は、Sojへの変異導入

（SojT88M）により野生株と同等のレベルにまで回復することが明らかになった。また、同

様の増殖阻害の抑制は soj欠損によっても観察されたことから、SojT88Mは機能欠損型の変

異であると考えられる。このようにSoj機能欠損による∆6DBC-∆spo0J株の表現型（過剰複
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製のさらなる亢進、染色体分離阻害、細胞分裂阻害、細胞増殖阻害）の抑制が観察されたこ

とから、∆6DBC-∆spo0J株の致死的な表現型の発現は、DnaAの構成的な活性化により引き

起こされていると予想した。 

 そこで、∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異株におけるDnaAの構成的活性化の効果を直接証明

するために、oriC配列とdnaAをプラスミド由来の複製開始点（oriN）で置換した株（MU01 

[∆（oriC-dnaA）::oriN]; 図Ⅱ.2）を構築した。 

 
 

構築したMU01株から染色体DNAを抽出し、∆6DBC株、∆spo0J株および∆6DBC-∆spo0J
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株と共に形質転換することで各変異株の染色体上oriCとdnaAを含む領域を oriN配列で置

換した。加えて、Pxylプロモーターの制御下に置いたdnaAをamyEに挿入し（図Ⅱ.4）、

DnaAを過剰発現させた条件下での観察も同時に実施した。なお解析を行うに当たって、Pxyl

プロモーターの制御下に置いたdnaAが予想の通り発現されるのか、抗DnaA抗体を用いた

ウエスタンブロティング法で確認している（図Ⅲ.14.A）。 

 その結果、∆6DBC-∆spo0J株の増殖阻害は、野生株細胞とほぼ同等にまで回復した（図

Ⅲ.14.B）。さらに、amyEからDnaAを過剰発現させた条件で培養しても増殖に影響はなか

った（図Ⅲ.14.C）。一方、細胞形態についてもDnaAの過剰発現を誘導する条件（図Ⅲ.15.A）

と、誘導しない条件（図Ⅲ.15.B）で解析したが、異常な形態は認められなかった。 

 これらの結果から、∆6DBC 株で誘導される過剰複製の表現型は、oriC から開始される

DnaA依存の複製開始を必要としており、このことは∆6DBC-∆spo0J株での致死的な表現型

が、DnaAの構成的な活性化に起因していることを強く示唆している。 

 

III.9. ∆6DBC-∆spo0J二重欠損によりSOS応答が誘導される 

 前述の通り、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株細胞では、致死に近い増殖阻害が誘導され、かつ

誘導された増殖阻害はDnaA依存的であった。さらに soj欠損により増殖阻害の表現型は回

復するすることも同時に明らかになった。これらの結果は、これまで報告されて来た Sojに

よるDnaAの活性化モデルを支持するものである（Murray & Errington, 2008, Scholefield 

et al, 2011）。これらの結果は、抑制機構が不活化され恒常的に活性化されたDnaAは細胞を

致死に至らすことを示しており、そのためDnaA活性は、いくつかの異なる系により抑制制

御されていると予想される。 

 

図Ⅲ.14 MU03における Xyloseによる DnaAの発現誘導と oriNを持つ変異
株の細胞増殖曲線 

（A）SMMには、XyloseによるDnaAの発現誘導が効率的に行われるように炭素源としてのGlucose （0.5%, v/v）
に代えてGlycerol （0.5%, v/v）を使用した。また、DnaAの発現を誘導するためのXyloseは、0.00, 0.05, 0.10, 
0.20, 0.40 %（v/v）に加えた。各々の株は、37°Cで対数増殖期（OD600=0.3）まで培養し、同量の細胞粗抽出
液中のDnaAを抗DnaA抗体によりウェスタンブロッティング法で検出した。 

（B, C）各株は、SMM（Glycerol （0.5%, v/v））を使用し37°Cで培養した。DnaAの発現を誘導するためのXylose
は、0.20 %（v/v）に加えた（C）。wild-type （168; 黒丸）, MU03 （Δ（oriC-dnaA）::oriN Pxyl-dnaA; 黒
三角）, HO1201 （Δ（oriC-dnaA）::oriN Δspo0J Pxyl-dnaA; 黒四角）, HO1203 （Δ（oriC-dnaA）::oriN ∆6DBC 
Pxyl-dnaA; 白三角）, HO1206 （Δ（oriC-dnaA）::oriN ∆6DBC Δspo0J Pxyl-dnaA; 白四角） 
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図Ⅲ.15 oriNによる複製開始システム制御下での細胞形態と核様体構造 
oriCおよび dnaAを oriNで置換した株; MU03 （Δ[oriC-dnaA]::oriN amyE::Pxyl-dnaA）, HO1
201 （Δ[oriC-dnaA]::oriN Δspo0J amyE::Pxyl-dnaA）, HO1203 （Δ[oriC-dnaA]::oriN ∆6DBC 
amyE::Pxyl-dnaA）, HO1206 （Δ[oriC-dnaA]::oriN ∆6DBC Δspo0J amyE::Pxyl-dnaA）を対数
増殖期まで培養し FM4-64（細胞膜）染色画像取得した。SMMには、Xyloseによる DnaAの発現
誘導が効率的に行われるように炭素源としての Glucose （0.5%, v/v）に代えて Glycerol （0.5%, 
v/v）を使用した。各々の株は、25°Cで対数増殖期まで培養した。また、DnaAの発現を誘導する
ための Xyloseは、0.2%（v/v）に加えた（A）。 
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 DnaAを過剰発現させた条件下における枯草菌の表現型については、これまでにOguraら

が詳細な解析の結果を報告している。それによると、枯草菌では、oriC外からのDnaAの過

剰発現によりdnaA-dnaNオペロンが自己転写抑制されることで、DnaNが枯渇しSOS応

答が誘導されるとしている。さらに、このSOS応答により細胞分裂が阻害され、細胞長の伸

張まで来すことが分かっている（Ogura et al, 2001）。 

 そこで、DnaAの構成的な活性化が誘導されていると考えられる∆6DBC-∆spo0J二重欠損

株細胞においてもSOS応答が誘導されているか調べるために、細胞障害により誘導されるプ

ロモーターdinC（PdinC）制御下の耐熱性β-ガラクトシダーゼ（bgaB）遺伝子の発現をモ

ニターする系を利用し解析を実施した。 

 
図Ⅲ.16 SOS応答のモニタリング 
SMM合成培地（30°C）でOD600=0.4まで培養した細胞を使用した。HO1248にはIPTGを加えたもの（20µM）と
加えないものを使用している。wild-type（HO1235）, ∆spo0J（HO1237）, ∆6DBC（HO1236）, ∆6DBC-∆spo0J
（HO1251）, ∆5DBC-∆spo0J（HO1260）, PrpmH-dnaA（IPTG 0µM）（HO1248）, PrpmH-dnaA（IPTG 20µM）
（HO1248）. 
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 その結果、SOS応答は∆6DBC株では誘導されないが、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株では著

しく高いレベルで誘導されることが明らかになった（図Ⅲ.16）。しかしながら、

∆6DBC-∆spo0J株細胞では、細胞分裂が通常の核様体の存在しない領域と、さらに分離して

いない核様体上においても観察されている（図Ⅲ.11.E）。結果として無核の細胞や核様体の

ギロチン効果が高い頻度で出現するのを顕微鏡観察で確認している（図Ⅲ.11.E）。これらの

結果から、∆6DBC-∆spo0J株細胞におけるSOS応答は、DnaAの恒常的な活性化による過剰

複製により直接的に誘導されたものではなく、重篤な核様体分離阻害とそれに引き続き引き

起こされるギロチン効果により染色体DNAに障害を与えることで間接的に誘導されたもの

であると考えられる。 

 

III.10. 染色体上へのDBC[yydA-yycS]断片導入による過剰複製と

増殖阻害の回復 

 datA サイトは、大腸菌染色体上において oriCの近位に存在し5個の高親和性DnaA-box

を含む950bpに渡る領域である。大腸菌では、このdatAサイトを欠損（∆datA）させるこ

とにより過剰複製が誘導されるが、増殖速度にまで影響を及ぼすことはない。また、誘導さ

れた過剰複製は、datA サイトを染色体上の他の領域に再導入するか、あるいはプラスミド

上から再導入することにより相補される。これらの結果から、datA サイトは、複製開始後、

新生鎖上のdatAサイトに遊離型のDnaA分子を大量に結合しトラップさせることでoriCか

らの複製開始に利用されるDnaA分子を適量に調節し、過剰な複製開始を抑制させていると

提案されてきた（タイトレーションモデル）（Kitagawa et al, 1998）。一方、枯草菌において

もDnaA分子を大量にトラップしているとされる oriC外のDBCは、これまでにも予測され

てきたが、実験的な検証についてはこれでのところ報告されていない（Smits et al, 2011）。 

 本研究では、∆6DBC株の染色体上へDBC[yydA-yycS]断片を元の領域へ再導入（∆5DBC; 

図Ⅲ.2.J）することにより過剰複製が抑制されることを明らかにしてきた。この結果は、枯

草菌においてもタイトレーションモデルに従い複製開始が抑制されていることを示唆するも

のである。このことから、枯草菌DBCも大腸菌datAサイトと同様に、大量のDnaA分子

を結合しトラップすることで、DnaA分子の量的調節を行うのではないかと予想した。 
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図Ⅲ.17 DBC欠損および再導入株のフローサイトメトリー解析のDNAピー

クのプロファイル 
（A）HO1019（∆6DBC ΔyabT（7°）::DBC[yydA-yycS]）, （B）HO1020（∆6DBC ΔyhaR（90°）::
DBC[yydA-yycS]）, （C）HO1238（∆6DBC ΔcgeD（180°）::DBC[yydA-yycS]）, （D）HO1239（∆
6DBC ΔyonN（190°）::DBC[yydA-yycS]）, （E）HO1021（∆6DBC ΔypqA（200°）::DBC[yydA-yy
cS]）, （F）HO1022（∆6DBC ΔyteA（270°）::DBC[yydA-yycS]）, （G）HO1023（∆6DBC Δyxb
C（353°）::DBC[yydA-yycS]）, （H）HO1245（∆6DBC ΔyydA（353°）::DBC[ywcI-vpr]）, （I）H
O1242（∆6DBC ΔcgeD（180°）::DBC[yydA-yycS] ΔypqA（200°）::DBC[yydA-yycS]）, （J）HO1
241（∆6DBC ΔcgeD（180°）::DBC[yydA-yycS] ΔyonN（190°）::DBC[yydA-yycS] ΔypqA（200°）::
DBC[yydA-yycS]）, （K）168（wild-type）, （L）MYA143（∆6DBC）。白三角は、3Nピークを示
す。培養は、SMMを使用し 30°Cで行った。詳細は、2.10フローサイトメトリー解析の項を参照。 
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 そこで、DBC配列を染色体上の異なる箇所に導入し供給することで、∆6DBC株の過剰複

製が回復するのか検証することにした。DBCを導入した染色体上の領域は、7°（yabT）, 90°

（yhaR）, 180°（cgeD）, 190°（yonN）, 200°（ypqA）, 270°（yteA）, 353°（yxbC）の7

箇所であり、それぞれの箇所にDBC[yydA-yycS]を導入した。また、元の領域であるyydA

（353°）領域には、別にDBC[ywcI-vpr]断片を導入した（図Ⅲ.17.A-G）。これらの株を用い

てフローサイトメトリー解析とqPCR解析を実施し、複製開始頻度が親株である∆6DBC株

からどの程度回復するのかを検証した。 

 その結果、当初予測された通りDBCの挿入により∆6DBC株で誘導された過剰複製は、抑

制されることが明らかになった。さらにその抑制の効果は、DBCを挿入した染色体上の位置

に依存していることも同時に分かった（図Ⅲ.17.A-G）。 

 DBC[yydA-yycS]断片を oriC近傍領域（7°, 353°）へ挿入した場合、過剰複製の回復は

∆5DBC細胞と同等まで回復しするが（図Ⅲ.17.A, G）、一方で oriCから遠位（90°, 180°, 190°, 

200°, 270°）にDBC[yydA-yycS]を挿入した場合、パターンは回復するものの回復の程度は、

近位（7°, 353°）に導入した場合に比べ限定的なものであった（図Ⅲ.17.B-F）。さらにqPCR

法により算定した oriC/terC比の結果においても、フローサイトメトリー解析と同様に、

∆6DBC株の過剰複製が回復するという結果が得られた（表Ⅲ.1）。 

 対数増殖期にある枯草菌細胞内では、相対的な遺伝子量はoriCから terCにかけて連続的

に低下する。本研究で使用した培養条件（SMM合成培地, 30°C）における両者の比

（oriC/terC）は、野生株細胞で2以上あることがqPCR解析によりすで分かっている（表Ⅲ.1）。

さらに、∆6DBC株染色体上へ導入するDBC[yydA-yycS]断片のコピー数を2および3へと

増加させた場合、過剰複製は∆5DBC細胞と同等のレベルまで抑制されることが明らかにな

った（図Ⅲ.17.I, J, 表Ⅲ.1）。この結果は、染色体上の領域依存的な過剰複製の抑制が、挿入

断片（DBC[yydA-yycS]）のコピー数の差によるものであることを示唆している。 

 一方で、∆6DBC-∆spo0J株細胞で観察された致死的な増殖阻害についても、DBC断片導

入により回復するのか検証した。∆6DBC-∆spo0J株染色体200°の領域へDBC[yydA-yycS]

を1コピー挿入すると（∆6 ∆spo0J 200°::DBC[yydA-yycS]）、増殖速度は部分的にではある

が回復した（図Ⅲ.18）。また、挿入するDBC断片のコピー数を3コピーにまで増やすこと

で（∆6 ∆spo0J 180°-190°-200°::3xDBC[yydA-yycS]）、増殖速度はさらに回復することも明

らかになった（図Ⅲ.18）。しかしながら、その回復の程度についてはDBC[yydA-yycS] オリ

ジナルの領域に挿入した株（∆5 ∆spo0J）までには回復しなかった。 



 69 

 
図Ⅲ.18 DBC[yydA-yycS]再導入による増殖阻害の抑制 

SMM 37°Cでの細胞増殖曲線。168（wild-type; 黒丸）, HO1041（∆5DBC Δspo0J; 白三角）, HO1254
（∆6DBC-∆spo0J 180°-190°-200°::3xDBC[yydA-yycS]; 白四角）, HO1178（∆6DBC-Δspo0J 
200°::DBC[yydA-yycS]; 白四角）, HO1035（∆6DBC-Δspo0J; ×印）。 

 

 この結果から、∆6DBC-∆spo0J株細胞の増殖阻害は、DBC[yydA-yycS]断片を染色体上へ

再導入することにより回復するが、回復の程度については領域依存性を依然として示すこと

が明らかになった。 

 

III.11. プラスミドによるDBCの∆6DBC細胞への導入では過剰複

製は相補出来ない 

 大腸菌datAサイト欠損により誘導される過剰複製は、datA 断片をプラスミドから供給す

ることで回復することが可能であると報告されている（Kitagawa et al, 1998）。そこで、

DBC[yydA-yycS]断片を挿入したマルチコピープラスミド（pBOX DBC[yydA-yycS]）を構

築した。そして、そのプラスミドを∆6DBC細胞へ導入し、フローサイトメトリー解析およ

びqPCR解析を実施し複製開始頻度の測定を行った（図Ⅲ.19）。結果は、DBC[yydA-yycS]

をマルチコピープラスミドから∆6DBC細胞に供給した場合、フローサイトメトリー解析お

よび oriC/terC比の解析では、過剰複製の回復は認められなかった（図Ⅲ.19.A）。 

 この結果については、枯草菌DnaAタンパク質が、プラスミド上のDBC[yydA-yycS]に結

合していない可能性も考えられたため、それを確認するためにChAP-qPCR法を実施し、in 

vivoにおいてDnaAがDBCに結合していることを確認した。この解析により、DnaA-12His

と共に精製されたDNA-タンパク質複合体中のDNA断片をqPCR法により定量することで、
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DBCに結合したDnaA量を間接的に推計した。その結果、DBCを挿入したプラスミドを有

する株（∆6 pBOX）では、DBCを染色体上に導入した株（∆5）に比べおよそ40倍量のDnaA

共精製DNA断片が検出された（図Ⅲ.19.B）。

  
図Ⅲ.19 pBOX-DBC[yydA-yycS]の∆6DBC細胞への導入による影響 
（A）MYA143 （∆6）; ∆6DBC, HO1015 （∆6 vec）; ∆6DBC（pO2HC）, HO1016 （∆6, pBOX）; 

∆6DBC（pBOX[yydA-yycS]）の DNAピークプロファイルを解析した。培養は、SMMを使用
し 30°Cで行った。詳細は、2.10フローサイトメトリー解析の項を参照。 

（B）細胞内の DnaAタンパク質が、プラスミド上の DBC[yydA-yycS]に結合していることを
ChAP-qPCR法で確認した。HO1029 （∆5DBC dnaA-12his）および HO1192 （∆6DBC 
dnaA-12his pBOX-DBC[yydA-yycS]）の細胞は、LB培地 37°Cで対数増殖期まで培養し、
ChAP-qPCR法は、2.9Real-time PCRによる DnaAが結合した DNAの定量の方法により実施
した。 
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これは、解析で使用したプラスミド（pBOX[yydA-yycS]）の細胞当たりのコピー数（30-40 

copies/cell）に相当する量であり、枯草菌細胞内でDnaAタンパク質がプラスミド上のDBC

に結合していることを間接的にではあるが裏付けるものである。以上の結果は、少なくとも

複製開始制御の過程において、枯草菌と大腸菌では、DnaAとDBC間の相互作用の性質が

異なっている可能性を示唆している。 
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IV. 考察 
 

 本研究における枯草菌の染色体複製の開始制御に関する新規の重要な知見として、枯草菌

では oriC外に位置するDBCとSoj/Spo0Jシステムが、協調してDnaA活性を負に制御して

いることを示唆する結果を得る事が出来た。この二つのシステムの欠損は、DnaA活性の脱

抑制を引き起こし、DnaAは構成的な活性化状態に陥る。それににより過剰複製が促進され、

致死的な影響を及ぼすことが明らかになった。また、∆6DBC株の過剰複製は、DBCを染色

体上へ再導入させることでコピー数依存的に相補された。さらに∆6DBC-∆spo0J株の増殖阻

害はDBCの染色体上への再導入により領域依存的に回復することも明らかになった。しか

しながら、その過剰複製はプラスミドからのDBC供給では相補されなかった。このことか

ら、枯草菌DBCは、大腸菌で提唱されているdatAサイトによるタイトレーションモデルと

は、異なるメカニズムで複製開始制御に関与していると考えられる。 

 

IV.1. oriC外のDBCによる複製開始制御 

 本研究において、枯草菌染色体上 oriC外に存在する6箇所のDBCを同時に欠損したとこ

ろ、複製開始時期が早期に起こることにより、見かけ上の過剰複製が誘導された。6箇所の

領域中でDBC[yydA-yycS]領域を欠損させた株では、フローサイトメトリー解析において僅

かではあるが明らかに過剰複製が誘導されていることが観察された。このDBC[yydA-yycS]

領域を∆6DBC株に再導入することで過剰複製は部分的に回復し、さらに回復の度合いは導

入したDBC領域のコピー数に依存していた。また、DBC[yydA-yycS]領域と同様に

DBC[ywcI-vpr]領域についてもDBC領域断片を∆6DBC株に導入することで過剰複製を回

復させることが出来た。DBC[ywcI-vpr]領域欠損株では、フローサイトメトリー解析におい

て過剰複製を示すパターンは観察されなかったが、DBC[yydA-yycS]領域と同時に欠損させ

ることで∆6DBC株と同程度の過剰複製が誘導された。これらの結果から、oriC外のDBC

領域による複製開始制御は、主にDBC[yydA-yycS]領域とDBC[ywcI-vpr]領域が関与してい

ると考えられる。ただし、∆DBC[yydA-yycS], ∆DBC[ywcI-vpr]二重欠損株で見られる過剰複

製は、∆6DBC株での過剰複製の程度まで亢進していない。このことから他のDBC領域につ

いてもやはり僅かではあるが、複製開始制御に関与していると思われる。本研究では、上に
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挙げた複製開始制御に関与していると考えられるDBC [yydA-yycS]およびDBC[ywcI-vpr]

について、残念ながらその配列構造について何らかの特徴や性質を同定することは出来なか

った。これは、今後の課題として解析すべきものである。 

 

IV.2. ∆6DBC株における早期の複製開始 

 蛍光顕微鏡による生細胞の観察から、oriC fociの数と細胞長の関係を解析した結果、

∆spo0J株および∆6DBC株では1個の oriCを持つ細胞の比率が減少し、代わって3個およ

び4個の oriCを持つ細胞の比率が上昇した。このoriC fociの数と細胞長の解析から本研究

で解析に使用した培養条件（SMM 25°C）における複製開始時期を推定すると、野生株では

細胞分裂の直後に1個の oriCから複製が開始され、2個の娘 oriCが複製されることになる

（1-oriC → 2-oriC）。一方、∆spo0J株では細胞分裂が起きる時期と重なるタイミングで

複製が開始されていると推測され、さらに∆6DBC株では細胞分裂時期の前に複製が開始さ

れていると考えられる。つまり2個の oriCから複製が開始され、4個の娘 oriCが複製され

る（2-oriC → 4-oriC）ことになる。Webbらが、報告するように複製された娘oriCが複

製開始後、速やかに分離する （Webb et al, 1998）ならば、∆6DBC株と∆spo0J株では、複

製開始の時期が野生株に比べ早まっていることになる。 

 本研究での oriC fociの解析を通じて得られた結果から、複製開始から細胞分裂に至るまで

の細胞周期モデルを考察すると、野生株細胞では、1個の oriCから複製が開始され、2個の

娘 oriCが複製されると考えられる。この複製開始に至るまでの過程についてMoriyaらは、

複製開始のためのポテンシャル（IP）を定義し説明している。つまり IPは、oriCからの複

製開始に利用出来るDnaA分子の量により決定され、そして、野生株では細胞周期の適切な

時期に蓄積するよう制御されていると指摘している（Moriya et al, 1990）。したがって、蓄

積された IP（赤矢印）は複製開始の直前に最大になり、そのポテンシャルが複製開始に費や

された後、また次の周期の複製のために細胞周期を通じて増加していく。一方で早期の複製

開始が起きている∆6DBC株および∆spo0J株では、複製開始に利用される活性型のDnaA量

が相対的に多くなり、複製開始ポテンシャルが早期に蓄積していると考えられる。この時、

細胞周期の中でCピリオドが、一定であると仮定した場合、Dピリオドも IPピリオド短縮

に従い短くなるはずである（図Ⅳ.1.A）。 
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図Ⅳ.1 早期の複製開始を示す変異株の細胞周期モデル 
緑矢印; 複製伸張反応に係る時間（Cピリオド）、赤矢印; 複製開始のためのポテンシャルが蓄積される時間（IPピ
リオド）、茶四角; 複製集結から細胞分裂に係る時間（Dピリオド）。（A）Cピリオドを一定にした場合のモデル、（B）
Cピリオドを延長させた場合のモデル。説明は、本文を参照。 
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 しかしながら、実際にはDピリオド短縮を示すような結果は観察されていない。∆spo0J

株では平均細胞長が野生株に比べ僅かに伸張していたが、∆6DBC株細胞および∆spo0J株細

胞において、増殖速度および細胞長の分布に影響を認めるような結果は観察されなかった。

少なくとも本研究で使用した培養条件下では、野生株を含めた3株ともに、複製後の染色体

分離は、正常なかたちで細胞分裂と協調して起きていると考えられる。今回の解析から複製

終結時期を知る情報は得られていないが、これまでの結果から、複製終結のタイミング、染

色体の分離および細胞分裂は、∆6DBC株および∆spo0J株においても基本的に影響を受けて

いない。Dピリオドが一定であることを考慮した細胞周期のモデルでは、Cピリオドの延長

が引き起こされてしまう。Cピリオドが延長される様な現象について複製伸長速度自体が一

貫して遅延しているというよりは、複製フォークの一時的な停滞が起きていると考えられる

（図Ⅳ.1.B）。その可能性としては、培地中の染色体複製に利用できる基質量には限りがあり、

複製開始頻度の上昇に従いDNA合成に利用する基質の欠乏を招く。そのため複製フォーク

の停滞が引き起こされるというものである。最近、DNA複製と中心的な炭素代謝とが直接

的にリンクしていることが、枯草菌および大腸菌の解析から遺伝学的に証明された

（Janniere et al, 2007, Maciag et al, 2011）。詳細なメカニズムは未だ不明であるが、このこ

とは染色体複製が何らかのフィードバックシステムによって能動的に制御されている可能性

を示唆している。 

 

IV.3. DnaAの構成的な活性化による増殖阻害 

 今回の解析で∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異は、致死に近いレベルの増殖阻害を細胞に引き

起こすことが明らかになった。この表現型は、DnaA依存的に起こり、soj欠損により解除さ

れるが、この結果は、SojがDnaA活性を活性化するという報告（Murray & Errington, 2008, 

Scholefield et al, 2011b）を支持するものである。またこれらの結果は、脱抑制されたDnaA

活性が、細胞にとって致死的な影響を与えるため、DnaA活性は複数のシステムにより厳密

に制御されていることを示唆している。 

 枯草菌においては、DnaAを別の領域から過剰発現させた場合、SOS応答が誘導されるこ

とが報告されている（Ogura et al, 2001a）。これは、過剰発現したDnaAがdnaA-dnaNオ

ペロンの転写を自己抑制するため、複製装置のサブユニットであるDnaN（DNA polymerase 

III, β clamp）の枯渇を引き起こし、その結果として、細胞長の伸張と増殖阻害が起こると

考えられている。しかしながら、細胞分裂を積極的に阻害するSOS応答と対照的に（Kawai 
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et al, 2003）、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株では、細胞質内で核様体の無い場所や分離が不十分

な核様態の上で頻繁に細胞分裂が起こっているのが観察され、それが原因となり無核細胞や

核様体上でのギロチン効果を誘導していた。この様に、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株で誘導さ

れるSOS応答は、oriCからのHyperinitiationの結果直接誘導されたのではなく、核様体分

離阻害の結果として核様体上のギロチン効果からもたらされたDNAダメージによる間接的

な誘導によるものなのかもしれない。 

 一方、大腸菌では、DnaAの過剰発現は、SOS応答に非依存的に過剰複製および複製フォ

ークの停滞を引き起こすが、これに伴い細胞分裂阻害による細胞伸長、核様態の伸長、生存

率（生細胞数）の低下も観察されている（Grigorian et al, 2003）。また、二重鎖切断（DSB）

の修復システムに関わる遺伝子の欠損によっても生存率がさらに減少することから、おそら

く新規の複製フォークと停滞している複製フォークの間で起きた衝突により発生したDSB

が、過剰複製による生存率低下の主な原因であると考えられている。興味深いことに、DnaA

過剰発現による引き起こされる複製フォークの不完全な終結は、フローサイトメトリー解析

では広範囲にわたるピークとして観察されており（Grigorian et al, 2003）、本研究で観察さ

れた枯草菌細胞のパターンと類似している。それに加えて、大腸菌DnaAの過剰発現による

致死的影響は、oriCからの複製開始に依存していることも報告されている（Felczak & 

Kaguni, 2009）。これらの類似点から、∆6DBC細胞においても先に述べた様な複製フォーク

の停滞と崩壊が起きており、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株における致死的な増殖阻害の原因で

あることも考えられる。 

 興味深いことに過剰複製が誘導された条件において、大腸菌ではSOS応答比依存的に細胞

分裂の阻害と複製フォークの停滞が誘導されることで、核様体の致死的な崩壊から細胞が免

れる機会が与えられることになる（Grigorian et al, 2003）。一方枯草菌では、大腸菌同様の

システムは存在するが、こちらはSOS応答依存的に機能する。また、大腸菌ではDSBがグ

ローバルなSOS応答を誘導するが、枯草菌では誘導されない（Simmons et al, 2009）。 

これらのことから、∆6DBC-∆spo0J二重欠損株の致死性は、DSBが直接の原因ではあるが、

SOS応答はギロチン効果による核様体の断片化の様なDSB以外のDNAダメージにより間

接的に誘導されるものであると考えられる。 

 

IV.4. 複製開始に関わるその他の制御機構 

 今回の研究結果から、枯草菌においてはoriC外に存在するDBCとSojタンパク質がDnaA
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活性の制御における主要な機能を担っていることが明らかになった。∆6DBCおよび∆spo0J

の単独欠損株と、両者の二重欠損株で観察される表現型には、明らかな違いが認められた。

この違いは、システムの一方が機能不全に陥ったとしても、互いの機能を相補し合いうこと

で複製開始は十分に制御出来ること示唆している。一方、本研究で用いた培養条件において、

168株の遺伝背景をもつyabA欠損株（168株をNIS6050 （CRK6000: yabA::spc）の染色

体DNAを用いて形質転換し獲得した）でも、これまでの報告と同様に変異株細胞の増殖阻

害は観察されなかった（Cho et al, 2008, Hayashi et al, 2005）。さらに、現在行っている予

備実験では、∆6DBC-∆yabA二重欠損変異株では親株に比べて過剰複製が促進されているが、

細胞増殖速度に影響は認められなかった。∆6DBC-∆yabA株における複製開始の過剰な活性

化は、∆6DBC-∆spo0J株よりも軽微であるが、この結果は、oriC外のDBCがDnaAを制御

するメカニズムとは異なる形で、YabAもまたDnaA活性を負に制御すことを示唆している。

現在、oriC外のDBC、Soj、およびYabAがどのようにして、DnaAを介した複製開始の制

御に関与しているのか包括的な解析を進めている。 

 

IV.5. 枯草菌におけるDBCのDnaA制御メカニズム 

 本研究では、yydA-yycSおよびywcI-vprの両遺伝子間領域のDBCが複製開始制御に関与

しており、その抑制制御の度合いは染色体上の位置に依存していることを明らかにした。ま

た、3コピーのDBCを terC領域へ導入することで∆6DBC株の過剰複製は相補され、

∆6DBC-∆spo0J株については、1コピーのDBCを oriC領域へ導入した株と同等のレベルま

で増殖速度は回復することが明らかになった。これらの結果から、過剰複製と増殖阻害にお

いて観察された染色体上の位置に対する依存性は、対数増殖期にある細胞中のoriCに対する

相対的なDBCの量に相関すると考えられる。 

 大腸菌datAサイト欠損による過剰複製の程度は、oriC/terC比で評価すると野生株の1.3

倍程度であり（Kitagawa et al, 1998）、∆6DBC株が示す1.37倍とほぼ同等である。しかし

ながら、datAサイトはプラスミドから過剰複製を抑制出来るのに加え、さらにコピー数を増

やした場合には正常な複製の抑制も引き起こすことが報告されている（Kitagawa et al, 

1998）。一方、枯草菌ではこれまでにdatA様のDBCが同定されたという報告はないが、

DBCによるDnaAのタイトレーションを示唆する報告がなされている。Moriyaらは、枯草

菌 oriC領域のDBC断片をプラスミドにクローニングし、枯草菌細胞に導入することで染色

体 oriCとの間での不和合性が誘導され、さらに、プラスミドを導入した細胞では、複製開始
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頻度が抑制されると報告している（Moriya et al, 1988）。しかしながら、本研究で実施した

解析では、プラスミド上からのDBC供給によってでは過剰複製は抑制されなかった。この

結果は、DnaA分子とDBC間での相互作用における特徴性質が、枯草菌と大腸菌間さらに

は、oriCのDBCと oriC外のDBC間においても異なっていることを示唆している。 

 Fujimitsuらの解析によると、大腸菌染色体上で同定されたoriC外のDBC（DARS; 

DnaA-reactivating sequence）は、ADPとATPの変換を介してDnaAの再活性化に関与す

ると報告している（Fujimitsu et al, 2009）。よって、枯草菌のDBC[yydA-yycS] および

DBC[ywcI-vpr]については、DARSとは逆にATP-DnaAを加水分解することで不活化に関

与している可能性が考えられる。これまで報告されてきた in vivoにおけるChIP-chip解析

では、全てのDnaA結合領域において同程度のDnaA分子量の結合が示されているが、本研

究において同定した複製開始を負に制御するDBCは、2箇所のみであった（Breier & 

Grossman, 2009, Ishikawa et al, 2007, Smits et al, 2010, Smits et al, 2011）。これらの結果

は、DnaA活性を変換する特定のDnaA-DBC間の相互作用が、複製開始を制御するという

モデルを支持するものである。本研究で同定した2箇所のDBCが枯草菌細胞内でどのよう

な分子メカニズムを担っているのか解明するには、さらなる解析が必須である。 

 枯草菌細胞内においてDBCがどのような挙動を示すのか、その分子機構を理解する上で

ひとつの手がかりとなるのが、DBC欠損によるDnaA発現量への影響である。タイトレー

ションモデルにおいては、大量のDnaA分子がDnaA結合領域にトラップされることで過剰

な複製開始を抑制するとされている（Nozaki et al, 2009）。一方、dnaA遺伝子の自己転写抑

制は、DnaA分子のプロモーター配列領域への結合によりなされることが分かっている

（Ogura et al, 2001）。ここで、DnaA分子をトラップする染色体上のDBCを削除した場合、

細胞中で遊離型DnaAが増加しdnaAの転写量がさらに自己抑制され、その結果を反映して

細胞中のDnaA分子数は減少するものと予想される。実際、本研究で実施したトランスクリ

プトーム解析では、∆6DBC株のdnaA-dnaNオペロンの転写量が、野生株のおよそ0.7倍に

まで減少することが明らかになった（表Ⅲ.2）。この結果は、遊離型DnaAの増加によりdnaA

遺伝子の転写がさらに自己抑制された結果であると考えられる。しかしながら、本研究で実

施したウェスタンブロッティング法によるタンパク質レベルの解析では、十分な解析の精度

を確保出来ず、細胞当たりのDnaA分子数が一定であるのか、あるいは抑制されたdnaA転

写量を反映して減少しているのか、判断することが出来なかった（図Ⅲ.7）。 
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IV.6. 枯草菌oriC外のDBCによる複製開始制御 

本研究における解析の結果から予想される枯草菌染色体上oriC外のDBCによる複製開始制

御のモデルは、以下の様なものである（図Ⅳ.2）。対数増殖期にある枯草菌細胞では、複製開

始に活性を示すATP-DnaAが、oriC内のDBCに結合しDNA二重鎖の解離を誘導すること

で複製を開始させる。また、同様にdnaA遺伝子プロモーター配列上流にあるDBCにも

DnaA分子が結合することで、dnaAの転写を自己抑制する。これにより、細胞内のDnaA

分子数は、一定に保たれていると考えられる。 

 
図Ⅳ.2 枯草菌染色体 oriC外の DBCによる複製開始制御 

説明は本文を参照。 
 

 一方、複製開始後に新生されたoriC外DBCには、遊離型ATP-DnaAが結合しトラップ

される。複製開始制御に関与する2箇所の oriC外DBC、DBC[yydA-yycS]および

DBC[ywcI-vpr]は、共に oriC近傍にあり細胞内におけるDBCのコピー数量は、相対的に高

く維持されている。このため、DBCに効率的にDnaA分子がトラップされることが可能に

なる。oriC外のDBCにトラップされたATP-DnaA分子は、複製開始に活性を示すが、DBC

上で何らかの機構により、不活性なADP-DnaAへと変換される。このことにより、oriC内

において複製開始へと利用される活性型ATP-DnaA分子数を抑制し、連続的な複製開始が

起こらないよう制御されていると考えられる。しかしながら、DBC上のDnaA分子がどの

ように不活化されるのか。その詳細なメカニズムについては、未だ解明されていない。考え

られる可能性としてひとつは、同定されていない何らかの因子によりATP加水分解反応が誘

導されATP-DnaAが ADP-DnaAへと変換されるというものである。これは、大腸菌DARS

によるDnaAの活性化とは逆の反応であるが、今までの解析から枯草菌DBC配列内でその
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ような特徴的な配列構造は、同定されていない。もうひとつの可能性は、DnaAタンパク質

そのものの分解が促進されるというものである。つまり、oriC外DBC上においてATP-DnaA

分子は不安定であり、DBCから容易に解離していまい、遊離型のDnaAとなる。この時、

細胞質内のプロテアーゼによるアタックを受けやすくななり、DnaAタンパク質の分解が促

進されていくというものである。 

 今後、oriC外DBCが、どのように複製開始制御に関与しているのか、更なる理解を進め

るために、DnaA自身の転写量とタンパク質量および他の制御因子らを含めた包括的な解析

が必要であると考える。 

 

IV.7. 今後の課題 

 枯草菌において、染色体複製開始を制御している以下に示す全てのDBCとDnaAの相互

作用を定量的に測定することが今後重要になる。 

1）dnaAプロモーター上流および下流のDBC（DnaA量を一定に保つ） 

2）複製開始制御に関わるDBC（oriCとの相互作用するDnaA量を調節する） 

3）oriC領域内のDBC（複製開始に関わる） 

以上に挙げた過程の詳細な解析により包括的なメカニズムが明らかになると期待される。 

 一方で、DBCが oriC近傍領域に分布しているのは、枯草菌だけではない。Firmicutesや

Actinobacteriaでも同様の分布が見られることが分かっている（Ishikawa et al, 2007）。実

際に、Streptomyces coelicolor染色体上の oriC近傍領域に位置するDBCが、複製開始制御

に関与しているという報告がある（Smulczyk-Krawczyszyn et al, 2006）。本研究の結果は、

DnaA結合配列が oriC近傍領域に存在したときに、DnaAとDBC間の複製開始制御に関わ

る相互作用がもっとも効果的であることを示唆している。従って、SeqAおよびHdaを欠い

ている枯草菌などの細菌において、oriC近傍領域にあるDBCが、複製に利用されるDnaA

分子数を調節するシステムは共通のものであり、また、重要であると考えられる。 
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V. 本研究のまとめ 
 本研究では、枯草菌染色体上の oriC外に分布する6箇所のDBCが担う新規の機能につい

て解析した。これまで枯草菌において報告されて来た、DnaAの結合を介したDBCの機能

としては、転写制御に関わるものが主であった。oriC外のDBCが、細胞周期の過程の中に

おいて転写制御以外にどのような機能を担っているのか、それを明らかにするために、本研

究では新たに欠損変異株（∆6DBC）を構築した。 

 この欠損変異株は、oriC外に位置する6箇所のDBCを同時に削除させたものである。こ

れを用いて、詳細な表現型の解析を進めた結果、∆6DBC細胞では、細胞周期の中で複製開

始の時期が早まるという現象を見い出した。この表現型は、DBCを染色体上へ再導入するこ

とにより相補されるが、その効果の程度は導入したDBC断片のコピー数に依存することが

明らかになった。しかし、プラスミドによる過剰複製の抑制はみられず、さらにDBC断片

導入による∆6DBC-∆spo0J株の装飾阻害の回復では、染色体の領域依存性が依然として残っ

ていることが明らかになった。これらの結果から、oriC外のDBCは、転写制御だけではな

く、複製開始制御にも機能していおり、その制御はDnaA分子とDBC間の相互作用の変化

によるものと考えられる。 

一方、∆6DBC株においてSpo0Jを欠損させた場合は、多面的な表現型（過剰複製の更なる

亢進、染色体分離阻害、細胞分裂阻害、細胞増殖阻害）が観察され、その結果として著しい

細胞の増殖阻害が引き起こされることが分かった。この∆6DBC-∆spo0J二重欠損変異株にお

ける著しい増殖阻害は、Sojへの自然突然変異（SojT88M）の導入または、Soj自身の欠損に

より回復することも明らかになった。 

 以上の結果から、本研究では枯草菌染色体上のoriC外に存在するDBCは、oriCからの染

色体複製開始制御に関わっていることが、初めて明らかになった。その制御はoriC外のDBC

とDnaA分子との相互作用により、過剰なDnaA分子がDBC上にトラップされ不活化され

ることで複製開始を負に制御していると予想される。また、このシステムは、DnaA活性の

制御システムであるSpo0J/Sojと並んで、適正な頻度で複製が開始されるようにDnaA活性

を制御する主要なシステムであると考えられる。 
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