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Ⅰ．序論 

Ⅰ．１ RNA ポリメラーゼ 

 原核生物の RNA ポリメラーゼ（RNAP）のコア酵素は、α2ββ´のサブユニット 

より構成され、DNA を鋳型に相補的な RNA 合成を行う触媒活性を持つ（Ebright 

et al.,2000）。転写は、開始、伸長、終結の 3 つの段階で進む。転写開始はコア酵

素に σ 因子が結合してホロ酵素を形成し、プロモーターに結合可能なホロ酵素

を形成することから始まる。ホロ酵素は、σ 因子を介して、プロモーター配列を

認識、結合し、RNAP closed complex（RPc）を形成する（Kovacic et al.,1987）。大

腸菌では σ70、枯草菌では σA が主要 σ 因子として機能しており、多くのプロモ

ーターに存在する-35(TTGACA)、-10(TATAAT)領域を認識する。他方、多くの細

菌には、主要 σ 因子とは別に、複数のマイナーな σ 因子が存在し、-35 および-

10 領域の塩基配列とは異なる塩基配列を有するプロモーターの認識に関わって

いる (Debarbouille et al., 1991) 。大腸菌 RNAP では、RPc が形成した後、RNAP

は、構造を変化させ、RNA 合成の際に鋳型となる DNA 鎖を含む領域の DNA2

本鎖を開き、open complex を形成する（Saecker et al.,2002）。RNAP は、短い RNA

配列（8 ~ 15bp 以下）の合成を繰り返しながら(abortive transcripts)、8 ~ 15bp 以上

の RNA が合成されるとプロモーターから解離し、RNAP transcription elongation 

complex (TEC)を形成し、mRNA の合成を開始する (Murakami et al., 2003) 。

mRNA の合成開始後、σ 因子は RNAP から放出される。TEC は非常に安定であ

り、平均 30-100 nt/sec の速度で転写を行う（Krummel et al.,1992; Levin et al.,1987; 

Vogel et al.,1994）。転写が終了する時は、RNAP がターミネーター（新生された

RNA をヘアピン構造にする）に到達するか ρ 因子が作用することで RNA の転

写が終結し、RNAP は DNA から解離する。解離した RNAP コア酵素は再び σ 因

子と結合し転写を開始する（図１．１）。 

一連の転写ステップの中で、転写開始は転写強度を決定する最も重要なステ

ップであり、様々な転写開始制御機構が知られている。一部のプロモーターでは、

-35 領域の上流に存在する、アデニン、チミンに富む UP エレメントと呼ばれる

DNA 配列あるいは、転写因子結合部位に結合した転写因子と RNAP の α サブユ

ニットが直接相互作用することが、RNAP のプロモーターへのリクルートに必

要とされる（Busby et al.,1994; Gourse et al.,2000）。このことから、α サブユニッ

トは転写開始強度を決定する重要な因子であると言える。 
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図１．１ RNAP の転写サイクルモデル 

転写サイクルは、開始（Initiation）、伸長（Elongation）、終結（Termination）の 3つの段階で進む。大腸菌

では、Open complex が形成されると、Closed complex には戻らないが、枯草菌においては Closed Complex 

と Open Complex との間が可逆的だと考えられている。 
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Ⅰ．２ RNA ポリメラーゼ α サブユニット 

Ⅰ．２．１  RNA ポリメラーゼ α サブユニットの構造と機能 

大腸菌 RNAP の α サブユニットは、2 つのドメイン（α-NTD 及び α-CTD）か

ら構成され、13 アミノ酸より成る可動性リンカーによってつながっている

（Blatter et al.,1994; Negishi et al.,1995; Jeon et al.,1997）。N 末端領域（α-NTD；図

１．４, 8-232 残基）は、RNAP コア酵素の形成に必須である。α サブユニット

は、α-NTD を介して 2 量体となり、形成された 2 量体は、さらに β、β´と相互作

用して RNAP コア酵素を形成する（Ishihama et al., 1992; Hayward et al., 1991; Niu 

et al., 1996; Zhang et al., 1998; Igarashi et al., 1991）。一方、C 末端領域（α-CTD；

図１．４, 249-329 残基）は、UP エレメント、転写活性化因子、転写抑制因子、

転写伸長因子と相互作用することで、転写開始複合体形成の促進や、転写伸長お

よび終結に関連することが知られている（図１．２）（Busby and Ebright,1994; 

Ebright and Busby,1995; Hochschild and Dove,1998; Liu and Hanna,1995; Liu et 

al.,1996; Schauer at al.,1996; Kainz and Gourse,1998）。実際に、C 末端領域を欠く、

α サブユニットを用いて試験管内再構成された変異型大腸菌 RNAP を用いて 試

験管内転写解析を行うと、大腸菌の転写活性化因子である cAMP 受容体タンパ

ク質(CRP)依存的な lac プロモーターの転写活性は著しく低下する（Igarashi and 

Ishihama.,1991）。また、CRP 以外の大腸菌の転写活性化因子、あるいは他の細

菌の転写活性化因子に関しても、同様の知見が得られている（Browning et al., 

2004）。コア酵素に結合した 2 つの α サブユニットの α-CTD は、それぞれ独立し

て 2 つの転写因子、あるいは、転写因子と UP エレメントの双方と同時に相互作

用する（Estrem et al.,1999）。他方、C 末端側の 3 分の 1 を欠失した α と β、β´で

構成された RNAP によって、転写が活性化されるプロモーターも存在し、転写

開始に、α-CTD を必要とするかどうかは、プロモーターごとに異なっている。 

（Igarashi et al.,1991; Ishihama, 1992; Igarashi et al., 1991）。 

α-CTDはCRPなどの転写活性化因子の働きに必須である一方で、転写制御因

子とは独立に、UPエレメントと呼ばれるα-CTD依存的に転写を活性化するDNA

領域に依存した転写活性化にも必要とされる（Ross et al.,1993）。UPエレメント

はプロモーターの-35領域の上流に位置するATリッチなDNA配列であり、α-

CTDと相互作用して転写を促進する（Ross et al.,1993）。大腸菌のrrnBのP1プロ

モーター（rrnBのプロモーターの1つ）の解析により、UPエレメントは転写開

始点の上流、-59から-38bpの領域にかけて存在することが明らかにされている

（Gourse et al.,2000）。rrnB P1ではUPエレメントは2つのドメイン（プロモータ

ーに近位-46から-38の9bpの領域及びプロモーターに遠位-59から-47の13bpの領

域）から構成され、それぞれのドメインに1分子のRNAP複合体に含まれる、2

分子のαサブユニット中のα-CTDのそれぞれが、独立に結合する（Blatter et 
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al.,1994）。 

アラニンスキャンニングを用いた、α-CTDに対する網羅的な変異導入によっ

て、UPエレメントに依存した転写活性化に必要とされるアミノ酸残基は、

L262、R265、N268、C269、G296、K298、S299であることが決定されている

（Gaal et al.,1996）。これらのアミノ酸残基は、ほぼすべての真正細菌α-CTDに

保存されていることから、α-CTDと相互作用するUPエレメントも、真正細菌に

保存されていることが示唆される（Gourse et al.,2000）。更に、立体構造解析に

よって、α-CTDを構成するアミノ酸残基の中で、UPエレメントとの結合に関与

しているアミノ酸残基が、V264、R265、N268、N294、G296、K298、S299であ

り、特にR256が、DNAのマイナーグルーブ（副溝）に接触し、α-CTDがDNAに

結合するための決定要素であることが示されている。これら７残基はrrnB P1の

UPエレメントとα-CTDとの相互作用に、最も重要である（図１．３）(Benoff et  

al.,2002; Ross et al.,2001; Yasuno et al.,2001)。 

大腸菌では、α-CTDは、UPエレメントや転写因子と相互作用する一方で、プ

ロモーターを認識するσ70と相互作用することが報告されている(Lawson et 

al.,2004; Chen et al., 2003; Ross et al., 2003)。加えて、α-CTDと転写伸長因子であ

るNusA との相互作用も報告されている。NusAは細菌における一般的な転写伸

長因子でありRNA伸長の休止を誘導し転写終結を助ける。他方でアンチターミ

ネーションの補助因子としても働きターミネーションを阻害する。（Liu et 

al.,1996; Mah et al.,2000; Prsch et al.,2009）。更にはαサブユニットとリボソーム

(RPL2)との相互作用も報告されている(Rippa et al., 2010)。これらの事実は、大

腸菌においては、α-CTDの機能が、転写開始のみに限定されたものではなく、

転写サイクルの様々な機能に必要とされることを示唆している。 
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図１．２ UP エレメントと Class-I 転写活性因子依存的転写 

 α-CTD と RNAP は、α-NTD を介して自由度の高い可動性リンカーでつながっている 

A. シンプルなプロモーター（e.g., lacUV5）。α-CTD は相互作用していない。  

B. -35 領域より上流に UP 配列を含むプロモーター(α-CTD と高い親和性を持つ DNAサイト)（e.g., rrnB P1, 

UP-lac, or UPprox-lac）。αCTD は UP 配列と特異的に相互作用する。 

C. Class-I転写活性因子依存的プロモーター（αCTD と相互作用する転写活性因子）（e.g., lac in the presence 

of CAP）。αCTD は転写活性因子と特異的に相互作用する。 

（Chen et al., 2003 を改変） 
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図１．３ αCTDと UP エレメントが結合している状態の立体構造モデル 

（a）手前に DNA、奥にαCTD を描いた。V264、G296、K298 を黄色、R265、N294 を赤、N268、

C269、K297 を緑で示した。 

（b）（a）を横から見たモデル。αCTD が、副溝と相互作用していることがわかる。 

(Yasuno et al.,2001 を改変) 
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Ⅰ．２．２ 枯草菌 RNA ポリメラーゼ の α サブユニット 

 上述したように、枯草菌の α サブユニットと転写因子あるいは UP エレメント

の関係性は、いくつかの限られたプロモーターに関して解析がなされている。枯

草菌 srf オペロンは、転写活性化因子 ComA により転写が活性化される(Zhang et 

al., 2006)。この活性化は、ComA と α-CTD が直接相互作用することにより促進

されていることが、α-CTD と ComA の共精製、あるいは srf オペロンのプロモー

ター領域を用いた、RNAP や ComA の DNaseI フットプリント解析により明らか

にされている。枯草菌のφ29 ファージの A3 プロモーターの転写には、φ29 フ

ァージの転写活性化因子 p4 と α-CTD との相互作用が必要であることが示され

ている(Mencia et al., 1996)。また、φ29 ファージの C2, A2 および A2c プロモー

ターには、-35 領域の上流に AT リッチな DNA 配列が存在し、α-CTD と相互作

用すると同時に、試験管内転写の活性化に必要なことから、UP エレメントであ

ると考えられている(Meijer et al., 2004; Monsalve et al., 1996)。これらのプロモー

ターは、枯草菌の主要 σ 因子である σA依存性のプロモーターであるが、マイナ

ーな σ 因子によって認識されるプロモーターにも、UP エレメントが存在する可

能性があることが指摘されている。枯草菌の hag, fliD および motA 遺伝子は、σD

依存性のプロモーターだが、これらの遺伝子の-35 領域の上流には AT リッチな

DNA 配列が存在し、転写活性化に寄与するとともに、hag の上流配列が α サブ

ユニットと直接相互作用することが確認されている(Fredrick et al., 1995)。また、

σH 依存性の spoVG 遺伝子に関しても、UP エレメントが存在する可能性が示唆

されている(Banner et al., 1983; Frisby et al.,1991)。加えて、大腸菌の α-CTD 中の、

UP エレメントと相互作用するアミノ酸残基は、枯草菌の α サブユニットにも保

存されている（図１．４）（Boylan et al.,1989）。また、枯草菌に代表されるグラ

ム陽性細菌のプロモーターの上流領域にも、UP エレメントになる可能性のある

AT リッチな配列が存在する（Graves et al.,1986; Helmann,1995）。したがって、枯

草菌を含む、グラム陽性菌においても、α-CTD と UP エレメントあるいは転写因

子との相互作用が、転写制御に重要な役割を担っていることが想像される。しか

しながら、私の知る限り、srf オペロンおよびφ29 のプロモーターを除き、α-CTD

が、転写活性化因子あるいは UP エレメントの可能性のある領域と直接転写に関

与するかどうかは確認されていない。 
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図１．４ 枯草菌と大腸菌での RNAPαのアミノ酸配列の比較 

Bs は枯草菌、Ec は大腸菌をそれぞれ示す。赤い帯で覆われた領域は N 末端領域（α-NTD）、青い帯で覆

われた部分は C 末端領域（α-CTD）、赤い帯と青い帯の間の部分はリンカー、線で囲われている部分は枯

草菌と大腸菌で保存された配列であり、赤い丸印は UP エレメントとの相互作用部位（ L262、V264、

R265、N268、C269、N294、G296、K298、S299）を表す。 

（Boylan et al.,1989 を改変） 
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Ⅰ．３ 本研究の目的 

RNA ポリメラーゼ (RNAP) は、プロモーター領域を認識しプロモーター下流

の DNA 配列を鋳型に RNA を合成するという機能や構造は細菌全体で保存され

ているが、大腸菌 RNAP と枯草菌 RNAP の間では転写サイクルにおける詳細な

機能には違い（転写因子、オープンコンプレックスの安定性、アボーティブ転写

の量、転写停滞シグナル等）がある (Artsimovitch et al., 2000) 。例えば、転写因

子に関しては、大腸菌では、グルコース飢餓におけるグルコース以外の炭素源の

利用に寄与するグローバルな転写活性化因子の CRP が、様々な遺伝子の転写を

促進するが、枯草菌は CRP を持たず、グローバルな転写抑制因子(CcpA)による

転写抑制を、グルコース飢餓時に解除することで同様の制御を行っている

(Darbon et al., 2002; Ludwib et al., 2002; Schmiedel et al., 1996)。また、大腸菌のリ

ボソーム遺伝子は、転写活性化因子である Fis および UP エレメントによる制御

が知られているが、枯草菌のリボソーム遺伝子の制御には、転写活性化因子は関

与しておらず、UP エレメントの寄与も非常に限定されている(Gourse et al., 2000; 

Gourse et al., 1996)。また、大腸菌において、リボソームタンパク質の制御に関与

するとされている DksA は、枯草菌には存在しない(Krasny et al., 2004; Lemke et 

al., 2011)。さらに、枯草菌では、大腸菌には無いシステムであるグローバルな転

写抑制因子として Spx が存在することもわかっている (Zhang et al., 2006; 

Newberry et al., 2005)。しかしながら、実際に、どのような違いが大腸菌と、枯草

菌の間に存在するかどうかに関する系統だった解析は少ない。 

α-CTD の機能は、主に大腸菌 RNAP を用いた in vitro 研究によって進められて

きた。しかし、細菌の転写制御における α-CTD の重要性を明らかにするために

は、大腸菌以外の細菌において、α-CTD がどのような機能を果たしているかを

明らかにすることも重要である。実際に、黄色ブドウ球菌の α-CTD の活性を阻

害する抗生ペプチドの解析から、大腸菌以外の細菌における α-CTD の機能に関

する多くの知見も得られている (Osmundson et al., 2012) 。本研究では、細菌に

おける α-CTD の機能に関する知見をさらに深めるため、枯草菌細胞において、

α-CTD による転写制御を受けている遺伝子をゲノム解析の手法（トランスクリ

プトームおよび ChAP-chip 解析）を用いて網羅的に同定することを試みた。その

結果、枯草菌の α-CTD は、大腸菌同様、グルコース以外の炭素源の利用を始め、

共通した生命現象に関連する機能を制御しているが、その標的遺伝子や、転写制

御の方法に多くの違いがあることが明らかになった。このことは、細菌における

転写制御の多様性に、α-CTD を介した転写制御機構が大きく貢献していること

を示しているのかもしれない。 
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Ⅱ． 材料と方法 

Ⅱ．１ 材料 

Ⅱ．１．１ 菌株 

 本研究で使用した菌株を表２．１に示す。 

表２．１ 本研究に使用した菌株   

菌株 遺伝子型 参考文献と構築 

Bacillus subtilis     

168 trpC2 研究室ストック 

   SMS01 168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA 本研究 

   SMS02 168 amyE::Pxyl-rpoA-rplQ-Km 本研究 

SMS03 168 amyE::Pxyl-rpoAΔCTD-rplQ-Km 本研究 

SMS04 168 amyE::Pxyl-rplQ-Km 本研究 

SMS05 168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rpoA-rplQ-Km 本研究(SMS01→SMS02) 

SMS06 
168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rpoAΔCTD-

rplQ-Km 
本研究(SMS01→SMS03) 

SMS07 168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rplQ-Km 本研究(SMS01→SMS04) 

SMS08 
168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rpoA-rplQ-Km, 

rpoC::pMUTinHisΔrpoC 

本研究 

(SMS05→168 rpoC-His) 

SMS09 
168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rpoAΔCTD-

rplQ-Km, rpoC::pMUTinHisΔrpoC 

本研究 

(SMS06→168 rpoC-His) 

SMS10 
168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rplQ-Km, 

rpoC::pMUTinHisΔrpoC 

本研究 

(SMS07→168 rpoC-His) 

   SMS14 168 amyE::Pxyl-rpoA-Km 本研究 

SMS15 168 amyE::Pxyl-rpoAΔCTD-Km 本研究 

SMS16 168 amyE::Pxyl-rpoAHis-rplQ-tet 本研究 

SMS17 168 amyE::Pxyl-rpoAΔCTDHis-rplQ-tet 本研究 

SMS18 
168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rpoAHis-rplQ-

tet 
本研究(SMS01→SMS15) 

SMS19 
168 rpoA::Cm-Pspac-rpoA, amyE::Pxyl-rpoAΔCTDHis-

rplQ-tet 
本研究(SMS01→SMS16) 

   168 rpoCHis 168 rpoC::pMUTinHisΔrpoC 研究室ストック 

168 

xylR:Pxyl::Ngfp:MCS 
168 amyE::xylR:Pxyl::Ngfp:MCS 研究室ストック 
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Ⅱ．１．２ プライマー 

 本研究で使用したプライマーを表２．２に示す。 

表２．２ 本研究に使用したプライマー  

Primer ID DNA sequence Purpose 

SMP01 GGATTACCTGTTCGCGGACAAAACTC 断片 A 

SMP02 CCTGCCCCGTTAGCAAATTACACGCGGCGACG 断片 A 

SMP03 CTAACGGGGCAGGTTAGTGACATTAG 断片 B 

SMP04 CGGAAGCTTTGCAGGCATGCCTGCAGGTC 断片 B 

SMP05 CCTGCAAAGCTTCCGGTTTTGAAGGAGGGTTTTAAGT 断片 C 

SMP06 GAATCGATCGGAATCACGCCGATTGGC 断片 C 

SMP07 TCCTTCTAAGTCGGTTAGAATTCCGTTAAG 断片 D 

SMP08 GATTTAAGTGAACAAGTTTATCCATCAAC 断片 D 

SMP09 CTTGTTCACTTAAATCGTTTTGAAGGAGGGTTTTAAG 断片 E, H, K およびM 

SMP10 GTCAATCGTCTTTGCGAAGTCCGAGTCC 断片 K 

SMP11 CGCAAAGACGATTGACTAGTTTCCCTTGTGAACTAG 断片 I 

SMP12 CTGTCCCGCCCTTCTTTAGATACAC 断片 E, I および J 

SMP13 
GTGTATCTAAAGAAGGGCGGGACAG 

ACGATAAACCCAGCGAACCATTTG 
断片 F 

SMP14 
CACCGCCCAGCCTAAACGGATCTAC 

CTTTACACTTTATGCTTCCG 
断片 F および L 

SMP15 GTA GATCCGTTTAGGCTGGGCGGTG 断片 G 

SMP16 GCACGCAAGGTAATCGTCAGTTG 断片 G および P 

SMP17 G TCA ATCGTCTTTGCG TTGATCTTCTTCTTTTTC 断片 H および M 

SMP18 
GATGGATAAACTTGTTCACTTAAATCTGACTAGTTTCCCTTGT

GAACTAGG 
断片 J 

SMP27 CGCAAAGACGATTGACACGATAAACCCAGCGAACCATTTG  断片 L 

SMP28 CTCTTGGTGAGAATGCGAGTTTCCG 断片 N 

SMP29 
GATGCGATCCTCTCATCTCGAGATCGTCTTTGCGAAGTCCGA

GTCC 
断片 N 

SMP30 
CTCGAGATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACCACCAC

CATCATCACCATTGACTAGTTTCCCTTGTGAACTAGG 
断片 O 

SMP31 
GCTCTTCTGGTGGAGTCTATCCCTGTCCCGCCCTTCTTTAGAT

ACAC 
断片 O 

SMP32 GGATAGACTCCACCAGAAGAGCCAGGTCGATATGAACAGC 断片 P 
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Ⅱ．１．３ 培地及び抗生物質 

 本研究で使用した培地を表２．３に示す。なお、LB 寒天培地を作製する際に

は 1.5%（w/v）の寒天粉末を加えた。また、必要に応じて、抗生物質（クロラム

フェニコール [終濃度 5 μg / ml ]、カナマイシン[終濃度 5 μg / ml ]、エリスロマ

イシン[終濃度 0.5 μg / ml ]、テトラサイクリン[終濃度 5 μg / ml ]、および、スペ

クチノマイシン[終濃度 100 μg / ml ]）および IPTG [終濃度 1mM] もしくは キ

シロース [終濃度 1 %] を加えた。 

  

表２．３ 本研究に使用した培地       

LB 培地   1 L 

Bacto tryptone  10 g 

Bacto teast extract  5 g 

NaCl  10 g 

    

CI 培地  1 L 

K2HPO4  7 g 

KH2PO4  3 g 

クエン酸ナトリウム二水和物  0.5 g 

(NH4)2SO4  1 g 

D-gulucose  0.25 g 

1M MgSO4・7H2O  5 ml 

10% Casamino acid  2 ml 

L-tryptophan(5mg/ml)  10 ml 

5% yeast extract  10 ml 

    

CII 培地  1 L 

K2HPO4  7 g 

KH2PO4  3 g 

クエン酸ナトリウム二水和物  0.5 g 

(NH4)2SO4  1 g 

D-gulucose  0.25 g 

1M MgSO4・7H2O  5 ml 

10% Casamino acid   1 ml 
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Ⅱ．２ 方法 

Ⅱ．２．１ 菌株の作成 

Ⅱ．２．１．１ 枯草菌の形質転換 

 枯草菌の形質転換は Anagnostopoulos らの方法（ Anagnostopoulos and 

Spizizen,1961）に従って行った。枯草菌を LB 寒天培地上で 37 ̊ C、一晩培養を行

った。そのコロニーから回収した菌体を 5ml の CI 培地に、OD600 ＝0.1 となる

ように懸濁し、37 ˚C で OD600 が 1.5 になるまで振とう培養した。培養液をファ

ルコンチューブに移し、遠心（8000rpm 、3 分間、室温）により集菌し、ペレッ

トを CII 培地 10 ml に懸濁後、37˚C で 40 分間振とう培養した。次に 500µl の

培養液を小試験管に移し、適量の DNA 溶液を加え、37˚C で 1 時間 30 分から 2

時間培養した。この培養液を選択用の抗生物質を含む LB プレートに植菌し形質

転換体を選択した。 

 

Ⅱ．２．１．２ 枯草菌染色体 DNA の調整 

 Marmur の方法に従い、枯草菌細胞から染色体 DNA を抽出した（Marmur et 

al.,1961）。枯草菌を LB 培地を用いて 37˚C で OD600 ＝0.7 から 1.0 まで振とう培

養し、1.5ml 容エッぺンドルフチューブに集菌（15000rpm、3 分間、室温）した。

得られた菌体は溶菌バッファー（10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 20 mM EDTA, 100mM 

KCl, 1 mg/ml lysozyme）を 500µl 加え 37˚C、10 分間加温し 50µl の 10%SDS を加

えて攪拌した。次に等量のフェノール、クロロフォルム、イソアミルアルコール

（25：24：1）混合液(ナカライテスク株式会社)を加えて攪拌した。遠心分離

（15000rpm、10 分間、室温）後、上清を 350μl 取り 2 倍量の 100%エタノールを

加え攪拌した。遠心分離（15000rpm、3 分間、室温）した後、上清を捨て 1ml の

70%エタノールを加え洗浄し、遠心（15000rpm、3 分間、室温）後、50µl の TE

バッファー（10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA）に溶解した。 

 

Ⅱ．２．１．３ 枯草菌 SMS01 株の作成 

枯草菌 RNAP の α サブユニット ( RpoA ) をコードする遺伝子、rpoA の転写

を IPTG により制御可能な SMS01 株を作成した。枯草菌 168 株ゲノム DNA を

鋳型とし、 rpsM 遺伝子下流部位、rpsK 遺伝子全長および断片 B との相同領域 

13 bp を含む 520 bpをプライマーSMP01とSMP02を用いてPCRにより増幅し、

フラグメント A とした。Pspac とクロラムフェニコール耐性遺伝子 ( cat )を含

む DNA 断片を鋳型とし、プライマーSMP03 と SMP04 を用いて PCR により増幅

し、断片 B とした。枯草菌 168 株ゲノム DNA を鋳型とし、断片 B との相同領

域  15 bp を含む  rpoA 遺伝子の上流部位  541 bp をプライマーSMP05 と 

SMP06 を用いて PCR により増幅し、断片 C とした。これら 3 断片を Wizard 
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SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega USA) を用いて精製し、リコンビナン

ト PCR により形質転換に用いる DNA 断片を増幅した。 

枯草菌 168 株を、増幅 DNA 断片を用いて形質転換し、クロラムフェニコール

と IPTG を含む LB プレートを用いて形質転換体を選択した（図２．１）。得た株

について LB プレートおよび LB プレート IPTG （終濃度 1mM） を用いた試験

により rpoA が Pspac 制御下にあることを確認し、SMS01 株とした。 

 

 

図２．１ SMS01 株の構築 

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。点線により、増

幅した DNA断片と対応するゲノム DNA上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲ

ノム DNA上の、プライマーを設計した位置を示した。 
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Ⅱ．２．１．４ 枯草菌 SMS02 株、SMS03 株および SMS04 株の作成 

本解析では、枯草菌細胞内で発現している α サブユニットを、全長を有する

完全長 α サブユニットから、C 末端領域を欠失した α サブユニットに変換する

必要がある。この操作を可能にするため、枯草菌ゲノム上の、rpoA 遺伝子が本

来存在する領域とは異なる amyE 領域に、rpoA 遺伝子をキシロース誘導プロモ

ーターと共に組み込み、培地へのキシロースの添加により RpoA の発現を制御

可能な株を作成した。その際、rpoA の下流に存在し、rpoA と同一のオペロンに

含まれる、枯草菌の生育に必須な遺伝子 rplQ を、rpoA と共に組み込んだ。こ

れは、Pspac プロモーターを rpoA 遺伝子上流へ組み込んだ場合、rpoA 遺伝子と

同様、rplQ も、IPTG 非存在下では、発現しなくなるためである。本解析では、

キシロース誘導プロモーターにより野生型RpoAの発現を制御可能なSMS02株、

RpoA の C 末端領域を欠失した変異型 RpoA の発現を制御可能な SMS03 株およ

びキシロース誘導プロモーターにより rplQ のみを転写可能な SMS04 株を作成

した。 

枯草菌 LY111 株ゲノム DNA 上の amyE 遺伝子内に組み替えられている xylR 

遺伝子の下流部位から Pxyl プロモーターを含む領域までを、枯草菌 LY111 株ゲ

ノム DNA を鋳型とし、プライマーSMP07 と SMP08 を用いて PCR により増幅し

断片 D とした。枯草菌 168 株ゲノム DNA を鋳型とし、rpoA 遺伝子の SD 配列、

rpoA 遺伝子及び rplQ 遺伝子を含む領域を、プライマーSMP09 と SMP12 を用

いて PCR を用いて増幅し、断片 E とした。カナマイシン耐性遺伝子( Km )断片

をプライマー SMP13 と SMP14 を用いて PCR により増幅し、断片 F とした。

枯草菌 168株ゲノムDNAを鋳型とし、プライマーSMP15 と SMP16 用いて PCR

により断片 G を増幅した。これら 4 断片を Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega USA) を用いて精製し、精製した 4 断片を鋳型とし、プライマ

ーSMP07 と SMP16 を用いて、4 断片を結合する形でリコンビナント PCR を行

った。枯草菌 LY111 株を、リコンビナント PCR の結果得られた DNA 断片を用

いて形質転換し、カナマイシンを含む LB プレートを用いて形質転換体を選択し

た。この枯草菌を SMS02 株とした（図２．２）。 

また、枯草菌 168 株ゲノム DNA を鋳型とし、rpoA 遺伝子の C 末端領域とな

る部分を含まない 755 bp の領域を、プライマーSMP09 と SMP17 を用いて PCR

により増幅し断片 H とし、rplQ 遺伝子をプライマー SMP09 と SMP12 を用い

て PCR を用いて増幅し断片 I とした。DNA 断片 D, H, I, F, G を用いて上記手法

で作成した枯草菌を SMS03 株とした（図２．２及び図２．３）。 

さらに、枯草菌 168 株ゲノム DNA を鋳型とし、rplQ 遺伝子全長を含む 480 

bp の領域を、プライマー SMP18 と SMP12 を用いて PCR により増幅し断片 J

とし、DNA 断片 D, J, F, G を用いて上記手法で作成した枯草菌を SMS04 株とし
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た（図２．２及び図２．３）。 

 
図２．２ 枯草菌 SMS02株の作成 

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。点線により、増

幅した DNA断片と対応するゲノム DNA上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲ

ノム DNA上の、プライマーを設計した位置を示した。 
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図２．３ 枯草菌 SMS03株及び SMS04株の作成 

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。点線により、増

幅した DNA断片と対応するゲノム DNA上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲ

ノム DNA上の、プライマーを設計した位置を示した。 
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Ⅱ．２．１．５ 枯草菌 SMS05 株、SMS06 株および SMS07 株の作成 

枯草菌 SMS02、SMS03 および SMS04 株を、枯草菌 SMS01 株のゲノム DNA

により形質転換し、クロラムフェニコール、カナマイシンおよび IPTG を含む LB

プレートに塗布して、形質転換体を選択した。これらの枯草菌株を、それぞれ

SMS05、06 および 07 株とした。 

 

Ⅱ．２．１．６ 枯草菌 SMS08 株、SMS09 株および SMS10 株の作成 

枯草菌 168rpoCHis 株を、枯草菌 SMS05、SMS06 および SMS07 株から精製し

たゲノム DNA により形質転換し、クロラムフェニコール、カナマイシン、エリ

スロマイシンおよび IPTG を含む LB プレートに塗布して、形質転換体を選択し

た。これらの枯草菌を SMS08、SMS09 および SMS10 株とした。 

 

 

Ⅱ．２．１．７ 枯草菌 SMS14 株および SMS15 株の作成 

枯草菌 LY111 株ゲノム DNA を鋳型とし、断片 D と断片 G を作成した（Ⅱ．

２．１．４参照）。枯草菌 168 株ゲノム DNA から rpoA 遺伝子とその SD 配列を

含む 968 bp をプライマー SMP09 と SMP10 を用いた PCR で増幅し、断片 K

とした。カナマイシン耐性遺伝子( Km )断片をプライマーSMP25 と SMP14 を用

いて PCR により増幅し断片 L とした。断片 D および断片 G と新たに増幅した

断片 K および断片 L を Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega USA) 

を用いて精製し、鋳型 DNA として使用し、プライマーSMP07 と SMP16 を用い

たリコンビナント PCR を行った。枯草菌 LY111 株を、リコンビナント PCR に

より得られた DNA 断片を用いて形質転換し、カナマイシンを含む LB プレート

を用いて形質転換体を選択した。この枯草菌を SMS14 株とした（図 S１．１）。 

また、枯草菌 168 株ゲノム DNA から rpoA 遺伝子の C 末端領域となる部分を

含まない 755 bp をプライマーSMP09 と SMP17 を用いて PCR により増幅し断片 

M として、DNA 断片 D, M, L, G を用いて上記手法で作成した枯草菌を SMS15

株とした（図 S１．２）。 
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Ⅱ．２．１．８ 枯草菌 SMS16 株および SMS17 株の作成 

枯草菌 168 株ゲノム DNA から rpoA 遺伝子の後半部分で終始コドンを含ま

ない 577 bp と断片 O との相同領域 22 bp の合計 599 bp をプライマーSMP28 と

SMP29 を用いて PCR により増幅し断片 N とした。枯草菌 168 株ゲノム DNA か

ら rplQ 遺伝子の 480 bp と、その上流に His-tag 配列を付加し、下流に断片 P

との相同配列を付加した合計 541 bp をプライマーSMP30 と SMP31 を用いて

PCR により増幅し断片 O とした。枯草菌 168 LY111 株ゲノム DNA からテトラ

サイクリン耐性遺伝子( tet )と下流の amyE 遺伝子の一部までをプライマー

SMP32 と SMP16 を用いて PCR により増幅し断片 P とした。これら 3 断片を 

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega USA) を用いて精製し、鋳型

DNA として使用し、プライマーSMP28 と SMP16 を用いたリコンビナント PCR

を行った。枯草菌 SMS14 株を、リコンビナント PCR により得られた DNA 断片

を用いて形質転換し、テトラサイクリンを含む LB プレートを用いて形質転換体

を選択した。この枯草菌を SMS16 株とした（図 S１．３）。 

また、枯草菌 168 株ゲノム DNA から rpoA 遺伝子の中間部分 578 bp と断片 O

との相同領域 22 bp の合計 600 bp をプライマーSMP32 と SMP33 を用いて PCR

により増幅し断片 Q として、DNA 断片 Q, O, P を用いて上記手法で DNA 断片

を増幅した。枯草菌 SMS15 株を、リコンビナント PCR により得られた DNA 断

片を用いて形質転換し、テトラサイクリンを含む LB プレートを用いて形質転換

体を選択した。この枯草菌を SMS17 株とした（図 S１．４）。 

 

Ⅱ．２．１．９ 枯草菌 SMS18 株および SMS19 株の作成 

枯草菌 SMS01 株を、枯草菌 SMS16 株のゲノム DNA により形質転換し、クロ

ラムフェニコール、テトラサイクリンおよび IPTG を含む LB プレートに塗布し

て、形質転換体を選択した。この枯草菌を SMS18 株とした（図 S１．５）。 

また。枯草菌 SMS01 株を、枯草菌 SMS17 株のゲノム DNA により形質転換

し、クロラムフェニコール、テトラサイクリンおよび IPTG を含む LB プレート

に塗布して、形質転換体を選択した。この枯草菌を SMS19 株とした（図 S１．

５）。 

 

  



23 

 

Ⅱ．２．２ RNAP 複合体精製 

 LB 培地に抗生物質（クロラムフェニコール、カナマイシン、エリスロマイシ

ン）と IPTG を添加し、37˚C、200rpmで対数期まで前培養した。LB 培地で細胞

を 2 回洗浄し、抗生物質と IPTG を含む LB 培地を除去した。1L 三角フラスコに

400 ml の 1%のキシロースを加えた LB 培地を入れ、LB 培地で洗浄した枯草菌

を OD600＝0.02 となるように植菌した後、37˚C、200 rpm で培養した。目的の培

養時間に達した本培養液を 10 から 20 OD units になるように、遠心(8000rpm、

10 分間)で集菌した。上清を捨て、1 ml TE バッファーに溶解し、2 ml チューブ

に移し遠心(8000rpm、10 分間)し、上清を捨て-80˚C で凍結した。凍結試料に 1.5 

ml の  Binding バッファー（0.1 M Tris-HCl[pH 7.5], 20% glycerol, 1 mM β-

mercaptoethanol, 50 mM imidazole[pH 7.5], 0.5M NaCl）と 15μl の 100 mM PMSF を

加え、アストラン超音波細胞破砕機（MODEL XL2020 ヒートシステム社 USA）

を用いて、氷水上で、10 秒間の間隔をあけ、4 秒間のレベル 4.5 の超音波を断続

的に 10 分間かけることで、細胞を破砕した。破砕後の試料を遠心（8000 rpm、

10 分間、4˚C）し、上清を 2 ml チューブに移した。また、上清 100µlをコントロ

ール用の試料として -20 ̊ Cで保存した。2 mlチューブに 50 μl のHis-Tag Isolation 

& Pulldown（Dynabeads Life Technologies USA）を加え、4˚C で 30 分間回転した。

この反応液を遠心（5000 rpm、1 分間、4˚C）し、マグネティックスタンドを用い

て上清を取り除いた。次いで、2 ml チューブに 1.5 ml の Binding バッファーを

加え、ビーズを完全に懸濁した後、マグネティックスタンドを用いて上清を取り

除く作業を 5 回繰り返した。次いで、50µl の Elution バッファー（0.1 M Tris-HCl 

[pH 7.5], 20% グリセロール, 1 mM β-mercaptoethanol, 0.5 M imidazole[pH 7.5], 0.1M 

NaCl）を加え、ビーズを完全に懸濁した後、5 分間氷上に静置し、遠心（15000 

rpm、2 分間、4˚C）し、マグネティックスタンドを用いて抽出液を回収した。 
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Ⅱ．２．３ トランスクリプトーム解析 

Ⅱ．２．３．１ 核酸の抽出 

 菌株の培養は、Ⅱ．２．２（RNAP 複合体精製）の項と同様に行った。目的の

培養時間に達した培養液を 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) で洗浄した後、液体窒素で

急速に凍結し、-80˚C で保存した。凍結した細胞を 640μl の LETS バッファー 

(100 mM LiCl, 10 mM EDTA, 10mM Tris-HCl [pH 7.5], 1% SDS) に懸濁し、0.4 ml 

のフェノール、クロロフォルム、イソアミルアルコール（25：24：1）混合液(ナ

カライテスク株式会社)と 400μl のガラスビーズ(直径 0.5mm)を入れた 2ml チュ

ーブに移した。3 分間、30/seconds で振とうし、細胞を破砕した。遠心後、水層

から 480ul を取り、等量のフェノールクロロホルムイソアミルアルコールを加え

て、2 分間、ボルテックスした。遠心後、水層から 320μl を取り、1/10 量の 1M 

LiCl と 2.5 倍量の 100%エタノールを加えて遠心し核酸のペレットを回収した。

回収試料は冷 70%エタノールで洗浄し、100ul の Nuclease free water に溶かした。

このうち 100 μg の核酸を RNeasy (Qiagen Germany) を用いて精製、DNase I 

(Qiagen Germany) 処理を行った。これにより得られた RNA のうち 15μg を用い

て cDNA を合成した。合成した cDNA を Qiaquick (Qiagen Germany) で精製し、

DNaseI 処理と断片化した DNA の標識を行った。 

 

Ⅱ．２．３．２ cDNA の合成 

15μg の RNA サンプル、3μl の 3 μg/μl ランダムプライマー (Invitrogen USA) お

よび 3μl の 10mM dNTP と蒸留水を混合し、総量を 41μl に調整した。65 ˚C で 5

分間加温した後、氷上で 1 分間静置したサンプルに、12μl の 5 × cDNA 合成 バ

ッファー (Invitrogen USA), 3μl の 100mM DTT、 1μlのRNase Out (Invitrogen USA)、

3μlの Super ScriptIII Reverse Transcriptase (Invitrogen USA)を加え、25˚C、5 分間、

37˚C、30 分間、42 ̊ C、60 分間加温し、cDNA を合成した。20μl の 1M 水酸化ナ

トリウム溶液を加えた後、65˚C で 30 分間加温し、20μl の 1M 塩酸溶液を加え

て cDNA を合成した。cDNA の精製には QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen 

Germany) を用いた。 

 

Ⅱ．２．３．３ DNase I 処理  

cDNA を 5µg 含有する cDNA 溶液を、3µl の DNase I、5µlの 10 × PCR buffer と

撹拌し、容量を蒸留水で 50μl に調整した後、37 ̊ C で 10 分間加温した。その DNA

溶液を 98 ˚C で 10 分間加温し、2%アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、

DNA が十分に断片化していることを確認した。残りの DNA 溶液 45μl は DNA

標識に用いた。 
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Ⅱ．２．３．４ DNA の標識 

 Affymetrix 社のマニュアルにしたがって行った。DNA 断片の標識には 

BioArray Terminal Labeling Kit with Biotin-ddUTP (Enzo Life science USA) を使用し

た。DNA 断片溶液 45µl に 20 µl の 5 ×リアクションバッファー、10 µl の 10 × 

CoCl2、1 µl の 100×biotin-ddUTP、2 µlのターミナルデオキシヌクレオチドトラ

ンスフェラーゼ、22 µlの蒸留水を加え、37˚C で 60 分間加温した後、2μl の 0.5M 

EDTA を加え反応を停止した。 

 

Ⅱ．２．３．５ ハイブリダイゼーション 

 Affymetrix 社のマニュアルにしたがって行った。標識された DNA 断片溶液 

92.7µl に 100 µl の 2 × ハイブリダイゼーションバッファー、3.3 µl の 3nM 

Control Origo B2 (Affymetrix)、2.0 µl の 10 mg/ml Herming Sperm DNA (Promega 

USA)、2.0 µl の 50 mg/ml BSA (Invitrogen) を加え、Affymetrix 社の Genechip 

Bacillus subtilis genome array に注入し、45˚C、60 rpmで 16 時間ハイブリダイズ

した。 

 

Ⅱ．２．３．６ 解析 

解析には Affymetrix 社から提供されている Genechip 解析プログラムである

GCOS を用いた。GCOS の標準化機能を用い、全てのトランスクリプトーム解析

のシグナル値の標準化を行った。すなわち、全プローブのうち、シグナル強度が

上下 2%に含まれるプローブを除いた後、平均値が 500 になるように標準化し解

析した。 
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Ⅱ．２．４ ChAP-chip 解析  

Ⅱ．２．４．１ クロマチンアフィニティ沈降（ChAP）法 

Ⅱ．２．４．１．１ ホルムアルデヒド処理による細胞の固定（クロスリンク） 

 菌株の培養は、Ⅱ．２．２（RNAP 複合体精製）の項と同様に行った。目的の

培養時間に達した培養液に終濃度が 1%になるようにホルムアルデヒド溶液を

加えた後、37˚C、200 rpm で 30 分間振とうした。この細胞固定反応液を遠心（8000 

rpm、5 分間、室温）し、沈殿を 2 ml の TBS( 8 g/L NaCl, 0.2 g/L KCl, 3 g/L Tris-

HCl [pH 7.4])に懸濁した。この懸濁液に 10 ml の TBS を加え、15 ml ファルコ

ンチューブに移し遠心（8000 rpm、3 分間、室温）し、上清を捨て沈殿した枯草

菌細胞を -80 ˚C で保存した。 

 

Ⅱ．２．４．１．２ RNase 処理 

 -80 ˚C で凍結保存した枯草菌細胞に 3 ml の King 2 バッファー( 0.1 M Tris-

HCl [pH 7.5], 0.2 M NaCl, 1 % TritonX-100, 0.1 % Na-deoxycholate, 0.2 % Brij58、 

20 % glycerol) を加えた。そこへ 60 µl の 10 mg/ml RNaseA を加え、ピペッティ

ングにより撹拌した。37˚C、230 rpm で 30 分間保温し、遠心(8000rpm、10 分間、

室温)後、上清を取り除いた。枯草菌細胞に 2 ml の King 2 バッファーで洗浄し、

遠心分離(8000rpm、3 分間、室温)後、上清を取り除き、氷上に保存した。 

 

Ⅱ．２．４．１．３ 超音波処理による細胞破砕と DNA の断片化 

RNase 処理後の枯草菌細胞に 3 ml の UT バッファー （100 mM HEPES、500 

mM NaCl、10 mM Imidazole、8 M Urea、1% Triton X-100、10 mM β-mercaptoethanol,、

1 mM PMSF）を加え、アストラン超音波細胞破砕機（MODEL XL2020、ヒート

システム）を用いて氷水上でレベル 5、4 秒間のパルスを 10 分間、間隔 10 秒間

の条件で細胞を破砕した。破砕後の試料を遠心（8000 rpm、3 分間、4˚C）し、上

清を 2 ml チューブ 2 本に各 1.5 ml ずつ分注した。また、上清 150µl をコントロ

ール用の試料として -20˚C で保存した。 

 

Ⅱ．２．４．１．４ ChAP（アフィニティ精製）法 

 細胞破砕液 1.5ml を分注した 2 ml チューブに各 50 μl の His-Tag Isolation & 

Pulldown（Dynabeads Life Technologies）を加え、室温で一晩回転した。この反応

液を遠心（5000 rpm、1 分間、室温）し、マグネティックスタンドを用いて上清

を取り除いた。次いで、各 2 ml チューブに 1.5 ml の UT バッファーを加え、ビ

ーズを完全に懸濁した後、マグネティックスタンドを用いて上清を取り除く作

業を 5 回繰り返した。その後、200µl の 溶出 バッファー（100 mM Tris-HCl [pH 

7.5]、500 mM Imidazole [pH 7.5]、1% SDS、10 mM DTT）を加え、2 分以上攪拌
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しビーズを完全に懸濁した後、遠心分離（15000 rpm、5 分間、室温）し、マグネ

ティックスタンドを用いて抽出液を回収した。 

 

Ⅱ．２．４．１．５ 限外濾過による RNAP‐DNA 複合体の精製 

 ChAP（アフィニティ精製）法により精製された RNAP‐DNA 複合体のうち、

分子量 100kDa 以下の DNA 断片、タンパク質等を除去するために、限外濾過に

よる精製を行った。Amicon Ultra – 0.5mL Centrifugal Filters Ultracel – 100K 

(Millipore)にアフィニティ精製した溶液を 400µl、もしくはコントロール用に保

存した細胞破砕液上清 100μl に M-wash バッファー（100 mM Tris-HCl [pH7.5], 

1% SDS、10 mM DTT）300µlを加えた試料をセットし、遠心（13000 rpm、10 分

間、室温）した後、素通り画分を取り除いた。再度、カラムに 400µl の M-wash

バッファーを加え、遠心（13000 rpm、10 分間、室温）し、素通り画分を取り除

いた。この作業を 3 回繰り返し、最終的に、遠心（5000 rpm、3 分間、室温）し

て濃縮サンプルを回収した。サンプルには、M-wash バッファーを加え、最終容

量が 50µl になるように調整した。 

タンパク質の複合体解析は、溶出液 20µl に 5×SDS サンプルバッファーを加

え、90˚C、30 分間加熱した後、SDS-PAGE、ウェスタンブロッティングを用いて

タンパク質を検出した。 

 RNAP‐DNA 複合体からの DNA の精製は、アフィニティ精製を行った試料

30µlには M-wash バッファー 70µl を加え、コントロール用の試料 10µl には M-

wash buffer 90µlを加え、これらを 65˚C で一晩反応した。この反応液に QIAquick 

PCR Purification kit（Qiagen Germany）を用いて DNA を精製し、Nucrease free water 

で溶出し 50µl に調整した。アフィニティ精製を行った試料を ChAP DNA 画分、

コントロール用の試料は 10 ng/µl に調整して Sup. DNA 画分とした。 
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Ⅱ．２．４．２ ChAP によって共精製された DNA の chip よるマッピング 

Ⅱ．２．４．２．１ Round-A（共精製された DNA に対するタグ配列の付加） 

Round-A は Sequenase Ver2.0（USB）を用いて行った。ChAP DNA は、精製後

の、44µl の DNA 溶液をエタノール沈殿し、7 µl の TE[pH 8.0]に溶解した。ChAP 

DNA の反応は、7 µlの濃縮した ChAP DNA 溶液、2 µl の 5×Sequenase バッファ

ー、1 µl の 1 µl の PF43 プライマー（100 pmol/µl）を混合し、全量 10 µlで反応

させた。一方、Sup. DNA は 10 ng/µl の 7 µl の Sup. DNA 溶液、2 µl の 5×Sequenase 

バッファー、PF43 プライマー（100 pmol/µl）を混合し、全量 10 µl で反応させ

た。反応は、 94˚C で 2 分間 加温した後、10 ˚C で 5 分間 冷却（冷却している

間に reaction mix [5×Sequenase バッファー 1 µl, 3 mM dNTP 1.5 µl, 100 mM DTT 

0.75 µl, 0.5 mg/ml BSA 1.5 µl, Sequenase 0.3 µl] (全量 5.05 µl) を各反応液に加えた）

し、 10˚C から 37˚C まで 10 分間かけて昇温 させた後、 37˚C で 8 分間 反応を

行った。続いて、94 ̊ C で、2 分間加温した後、10 ̊ C で 5 分間冷却した（この間

に Sequenase buffer により希釈した sequenase [sequenase dilution バッファー 0.96 

µl, Sequenase 0.24 µl], (全量 1.2 µl) を各反応液に加えた）。その後、10 ˚C から 37 

˚C まで 10 分間かけて昇温させた。この反応液に 585 µlの滅菌水を加え、 混合

した後、 Amicon Ultra – 0.5mL Centrifugal Filters Ultracel – 30K (Millipore) を用い

て反応液を 15 µlまで濃縮した。 

 

Ⅱ．２．４．２．２ Round-B（タグを付加した DNA の増幅） 

Round-B は東洋紡 の KOD-Plus-を用いて行った。反応組成は Round-A で濃縮

した DNA 15 µl、KOD-Plus- DNA polymerase 2 µl、10×buffer for KOD-Plus- 10 µl、

2mM dNTPs 10 µl、25 mM MgSO4 6.4µl、PF44 プライマー（100 pmol/µl）1 µl、 

全量 100 µlとし、反応を行った。反応条件は、熱変性を 94˚C、2 分間行った後、

熱変性を 94 ˚C、15 秒間、アニーリングを 52 ˚C、30 秒間、伸長反応を 72˚C、1

分間を Sup. DNA については 20 サイクル、 ChAP DNA については 30 サイクル

行った。増幅産物に 500 µlの滅菌水を加え、Amicon Ultra – 0.5mL Centrifugal Filters 

Ultracel – 10K (Millipore) を用いて反応液を濃縮し、Nuclease free water で全量を

50 µlに調整した。 5 µl の DNA 溶液と 75 µl の Nuclease free water を混合し、分

光光度計 （Ultrospec 2100 pro、Amersham） を用いて DNA 濃度を測定した。 

 

Ⅱ．２．４．２．３ DNaseI 処理 

DNaseI（Amersham）を用いて行った。反応組成は 10×one-Phor-All-buffer 5µl、

標識する DNA (~5 µg)、Nuclease free water を混合し、全量を 50 µlとした。次に、

DNaseI を 0.6 U/µg-DNA になるように添加した。反応条件は 37 ̊ C で 10 分間 加

温した後、98˚C で 10 分間、加温した。反応を、1µlの 0.5M EDTA を加えて停
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止させたのち、反応液 5 µlを 2%アガロースゲル電気泳動し、100 bp 以下のバン

ドが得られたことを確認した。 

 

Ⅱ．２．４．２．４ DNA の標識 

DNA 消化した反応液は、 BioArray Terminal Labeling Kit （Enzo） を用いて付

属のマニュアルに従って DNA の標識反応を行った（２．４．４参照）。 

 

Ⅱ．２．４．２．５ Genechip 上のアレイプローブとハイブリダイゼーション 

 本解析で使用した Genechip は、枯草菌のゲノム配列を両鎖について 9 bp の間

隔で隙間なく網羅したプローブを持つカスタムアレイである  （Affimetrix）

(Ishikawa et al., 2007; Chumsakul et al., 2011; Kusuya et al., 2011)。アレイプローブ

とのハイブリダイゼーションは Hybridization oven 640 （Affimetrix）を用いて行

った。 洗浄と染色は GeneChIP fluidics station 450 （Affimetrix）を用いて、 

Affimetrix のマニュアルに従って行った。 

 

Ⅱ．２．４．２．６ ハイブリダイゼーションシグナルの解析 

ハイブリダイゼーションシグナルの解析は Gene ChIP Scanner 3000（Affimetrix）

および、Affymetrix 社から提供されている Genechip 解析プログラムである GCOS

を用いた。GCOS により得られたプローブごとの蛍光強度（.celファイル）を In 

silico MolecularCloning (インシリコバイオロジー株式会社) に取り込み、全プロ

ーブの平均値が 500 になるように標準化した。 
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Ⅲ．結果 

Ⅲ．１ 菌株の構築と変異型 RpoA の生育への影響の評価 

Ⅲ．１．１ 菌株(SMS08 株、SMS09 株、SMS10 株、SMS18 株および SMS19 株)

の構築 

 α-CTD は枯草菌の生育に必須であることが示唆されている(Zhang et al., 

2006)。したがって、α-CTD をコードする rpoA 遺伝子の 3’側領域を削除できな

い可能性が高い。そこで、本研究では、野生型 RpoA の発現と、変異型 RpoA

の発現を調節することが可能な菌株を作成し、枯草菌の菌体内で α-CTD の機能

を解析した（図３．１）。 

最初に、枯草菌染色体上に存在する rpoA 遺伝子の発現が、IPTG を培地に添

加することにより誘導可能な枯草菌株を作成した。rpoA は、翻訳開始因子をコ

ードする、infA、リボソームサブユニットをコードする、rpmJ、rpmM、

rpmK、rplQ と共に、オペロンを形成しており、その転写開始点は、infA の上流

に存在する（Boylan et al., 1989）。そこで、IPTG の培地への添加により、発現

誘導が可能な、Pspac プロモーターを rpoA と rpmK の間に挿入し（SMS01 株、 

図３．１．A）、野生型 rpoA および rpoA の下流に存在する rplQ が、培地に

IPTG を添加した場合にのみ発現する株を作成した。次に、キシロースの培地

への添加により誘導可能な Pxyl プロモーターの下流に変異型 rpoA と rplQ を付

加し、枯草菌染色体上の amyE 領域に挿入した株を構築した（SMS03 株、 図

３．１．B 中段）。rplQ を付加する理由は、SMS01 株では、rplQ の発現も IPTG

により制御されるため、IPTG が存在しない培養条件においては、rplQ も発現

しなくなるためである。 

変異型 rpoA 遺伝子は、α-CTD を構成する 5 つのサブドメインを全て欠失さ

せるよう、rpoA 遺伝子の 733 bp から 931 bp までを削除した。この削除によ

り、変異型 RpoA は、α-CTD の立体構造を形成する 66 残基のアミノ酸が欠失

する一方、ドメインに含まれない最後尾の 4 残基のみが残る（図３．２）。コ

ントロール株として、キシロースにより野生型 RpoA と RplQ の発現を誘導す

ることが可能な株（SMS02 株、 図３．１．B 上段）と、キシロースにより

RplQ のみの発現誘導が可能な株（SMS04 株、 図３．１．B 下段）を作成し

た。次に、これらの株を、Pspac プロモーターを rpoA 遺伝子上流に挿入した

SMS01 株から抽出されたゲノム DNA を用いて形質転換し、野生型 RpoA の発

現が IPTG で制御され、同時に、野生型 RpoA と RplQ、変異型 RpoA と RplQ、

RplQ のみの発現が、キシロースで制御される株（SMS05、SMS06、SMS07

株）を構築した。 

これらの株に加え、RNAP 複合体の解析および RNAP の ChAP-chip 解析に必
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要とされる、RNAP のアフィニティー精製を可能にするため、SMS05、

SMS06、SMS07 株の RpoC に His タグを付加した株（SMS08 株、SMS09 株、

SMS10 株）、および、野生型 RpoA および変異型 RpoA の ChAP-chip 解析に必

要となる、野生型 RpoA に His タグを加えた形（RpoA-His）で発現させる株

（SMS18）および変異型 RpoA に His タグを加えた形で発現させる株

（SMS19）を作成した。 
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図３．１ 野生型 RpoA と変異型 RpoAの誘導を切り替えるシステム 

A. 従来 rpoA 遺伝子があった位置には、遺伝子上流に IPTG により誘導できるプロモーター、Pspac を挿

入した。破線は、rpoA 遺伝子を含むオペロンの転写領域を表す。下段は、Pspac 挿入後に構成される転写ユ

ニットを示しており、野生株に存在する転写が、rpoA 遺伝子の手前で停止する一方、Psapc により rpoAお

よび rplQ 遺伝子の転写が誘導される。 

B.  Pxyl により制御される遺伝子座を示す。キシロースにより誘導可能な Pxyl と共に野生型、変異型 rpoA

遺伝子と rplQ 遺伝子および Pxyl と rplQ 遺伝子を amyE領域に挿入した。Pxyl により発現が誘導されると、

rpoA と共に rplQ が発現する。 
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図３．２ 変異型 RpoA のデザイン 

上段に大腸菌 RpoAのアミノ酸配列(Ec)、下段に枯草菌 RpoAのアミノ酸配列(Bs)を示す。α-NTD←は、α

サブユニットの N 末端ドメイン（α-NTD） とリンカー領域の境界を、→α-CTD は、α サブユニットの C

末端ドメイン(α-CTD)とリンカー領域の境界を示している。変異型 RpoAは α-CTD に含まれる、構造を取

る全てのサブドメインを含む 66 残基のアミノ酸（赤字）を欠失している。 
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Ⅲ．１．２ 変異型 RpoA の発現による枯草菌の固形培地(LB プレート)におけ

る生育への影響 

 構築した株における、IPTG による RpoA 発現の制御、キシロースによる RpoA

と変異型 RpoA 発現の制御、変異型 RpoA 発現が菌の生育に及ぼす影響を確認し

た（図３．３）。何も加えない LB プレートに、SMS08 株、SMS09 株、SMS10 株

および 168RpoC-His 株を塗布した場合、Pspac プロモーターを rpoA 上流に挿入

していない 168RpoC-His 株（野生型株）を除き、全ての株はコロニーを形成でき

なかった。一方、SMS08 株、SMS09 株、SMS10 株の生育は、添加する IPTG 濃

度が高くなるにつれて良くなった。このことは、rpoA 上流に挿入された Pspac プ

ロモーターに依存して、rpoA 遺伝子が発現していることを示している。 

 

 

図３．３ IPTG を加えた LB プレート上での、SMS08、SMS09 および SMS10 株の生育 

図上段に Lプレートに添加した IPTG の濃度、中段に、添加されたキシロースの濃度、下段に、LB プレー

トの写真を示した。塗布した菌株は、写真左の円の中に示した。 

 

次に IPTG を添加せず、キシロースのみを添加した LB プレートに構築した菌

株を塗布し、その生育を観察した（図３．４）。野生型 rpoA を Pxyl 下流に有す

る SMS08 株はコロニーを形成した。一方で、変異型 rpoA を持つ SMS09 株、お

よび rplQ のみを有する SMS10 株は生育しなかった。また、野生型 RpoA を誘導

した SMS08 株の生育はキシロース濃度に依存した。これらの結果は、構築した

株では、Pxyl プロモーターがキシロース濃度に依存して活性化していること、お

よび以前に示唆されていたように(Zhang et al., 2006)、α-CTD が枯草菌の生育に

必須であることを示している。 
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図３．４ キシロースを加えた LB プレート上での、SMS08、SMS09および SMS10 株の生育 

図上段に Lプレートに添加した IPTG の濃度、中段に、添加されたキシロースの濃度、下段に、LB プレー

トの写真を示した。塗布した菌株は、写真左の円の中に示した。 

 

大腸菌では、α-CTD を欠失した RpoA を発現させた場合、野生型 RpoA が発現

している場合でも、大腸菌の生育が阻害されることが報告されている（Hayward 

et al., 1991）。プレートに生育に十分な濃度の IPTG(1mM IPTG)と共にキシロース

を加え、枯草菌を培養したところ、枯草菌の生育に大きな変化は見られなかった

（図３．５）。一方、キシロースによる誘導をかけた状態で、IPTG 濃度を減らし

た場合、野生型 RpoA をキシロース依存的に発現している SMS08 株は安定して

コロニーを形成した（図３．６）。このことは、構築した SMS08 株の Pxyl によ

る rpoA の発現量が、枯草菌の生育を維持するために十分であることを示してい

る。 

 

 

図３．５ IPTG 濃度を一定とし、キシロース濃度を変化させた場合の LB プレート上での、SMS08, 

SMS09 および SMS10株の生育 

図上段に Lプレートに添加した IPTG の濃度、中段に、添加されたキシロースの濃度、下段に、LB プレー

トの写真を示した。塗布した菌株は、写真左の円の中に示した。それぞれの番号に対応する菌株名は下に

示した。 
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図３．６ キシロース濃度を一定とし、IPTG 濃度を変化させた場合の LB プレート上での、SMS08, 

SMS09 および SMS10株の生育 

図上段に Lプレートに添加した IPTG の濃度、中段に、添加されたキシロースの濃度、下段に、LB プレー

トの写真を示した。塗布した菌株は、写真左の円の中に示した。それぞれの番号に対応する菌株名は下に

示した。 
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Ⅲ．１．３ 変異型 RpoA の発現による枯草菌の液体培地(LB 培地)における生

育への影響 

 次に、SMS09 株を IPTG を添加した液体培地（LB 培地）を用いて対数期ま

で培養した後、キシロースを添加した LB 培地で生育させた場合に、どのよう

な影響が表れるかを確認した（図３．７）。 

キシロースを添加した培地において、野生型 RpoA が発現する SMS08 株は約

1.0 時間の倍加時間で増殖した（図３．７、緑線）。一方、キシロース添加培地

において、変異型 RpoA が発現する、SMS09 株は、キシロース添加培地への変

換後、2 時間目までは、SMS08 株と同じ生育速度で増殖したが、その後、増殖

速度が低下し、約 1.9 時間の倍加時間で、少なくとも 6 時間、生育した（図

３．７、青線）。一方、RpoA が供給されない SMS10 株の生育は 3 時間目で停

止し、その後、菌株の溶菌と思われる、培養液の濁度低下が観察された（図

３．７、赤線）。このことから、変異型 RpoA を発現している SMS09 株も、キ

シロース添加培地における培養開始から 6 時間目までは、増殖することが明ら

かとなった。そこで、この培養条件を利用し、変異型 RpoA の細胞内の機能を

解析することにした。 
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図３．７ 野生型 RpoA、変異型 RpoA および RplQ のみを発現する枯草菌株の生育曲線 

縦軸に培養液の菌濁度（OD600）、横軸に IPTG を添加した LB 培地からキシロースを添加した LB 培地への

変換後の培養時間を示した。緑線：SMS08 (野生型 RpoA発現株)、青線：SMS09 (変異型 RpoA発現株)、赤

線：SMS10 (コントロール株[RplQのみ発現]) 
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Ⅲ．１．４ 変異型 RpoA を発現した枯草菌における RNAP 複合体の解析 

 発現した変異型 RpoA が細胞内の RNAP 中に存在する野生型 RpoA と入れ替

わるかどうかを確認するために、キシロース添加培地で培養した変異型 RpoA 

発現株（SMS09 株）から RNAP 複合体を精製、その構成要素を解析した。 

 RNAP 複合体は、ニッケルレジンを用いたアフィニティー精製により行った

(詳細はⅡ．２．２に記載)。 

細胞抽出液を用いたウェスタンブロッティングの結果、SMS08 株では、キシ

ロース添加培地を用いた培養中、野生型 RpoA がほぼ一定の量、発現しているこ

とが示唆された（図３．８）。加えて、精製 RNAP を用いたウェスタンブロッテ

ィングの結果から、RNAP 中の RpoA の量は、キシロース添加培地での培養中、

一定であることが示唆された。 

一方、SMS09 株の細胞抽出液を用いたウェスタンブロッティングの結果から、

キシロース添加培地を用いた培養中、SMS09 株では、継続的に細胞内の野生型

RpoA の量が減り、変異型 RpoA が誘導されていることが示された。さらに、精

製RNAPを用いた、ウェスタンブロッティングの結果から、変異型RpoAがRNAP

に組み込まれていることが確認された。 
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図３．８ 細胞抽出液および精製 RNAP のウェスタンブロッティング 

(A)精製した RNAポリメラーゼ（RNAP）、(B)細胞抽出液のウェスタンブロッティングの結果を示す。 

RpoC および RpoAの位置は、それぞれの写真の右側に示した。電気泳動に用いた精製 RNAP の量は、SDS-

PAGE による定量を行い、全てのレーンの精製 RNAP の量が一定になるように調整した。細胞抽出液の電

気泳動は、菌濁度(OD600)を参照し、全てのレーンの用いる細胞抽出液が、一定の菌体量から抽出されたも

のになるよう調整し、電気泳動を行った(5-20％グラジエントゲル)。それぞれのサンプルに対応する、サン

プリング時間は、キシロース添加培地による培養開始後の時間として、写真下に記した。 
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次に RNAP 内に組み込まれた野生型 RpoA と変異型 RpoA の量比を、定量し

た。精製 RNAP を SDS-PAGE により分離した後、定量性に優れた蛍光染色（フ

ラミンゴ、BioRad）(Ball et al., 2007) を用いて、直接染色し、RpoC、RpoA に対

応するバンドを定量した（図３．９）。まず最初に、定量した RpoC のバンドの

シグナル強度に対する、RpoA のバンドのシグナル強度の相対値を計算すること

で、RNAP 中の RpoA の量を決定した。次に、決定した RpoA 量を用いて、キシ

ロース培地での培養開始前(0 時間)に精製した RNAP 中の野生型 RpoA に対し

て、培養開始後の、各サンプリング時間における、精製 RNAP 中の野生型 RpoA

の割合を計算した。その結果、野生型 RpoA を発現している SMS08 株の RNAP

には、キシロース添加培地での培養期間中、RpoA が一定量存在していることが

示された（図３．１０、青線）。一方、SMS09 株では、キシロース添加培地にお

ける培養開始後 3 時間で、RNAP に含まれている変異型 RpoA の割合が、培地置

換前の 40 パーセント以下となった（図３．１０、オレンジ色の線）。また、培養

開始後、3 時間を過ぎると、RNAP 中の野生型 RpoA 量の減少速度は低下した。

他方、各サンプリング時間における変異型 RpoA の精製 RNAP 中の量を、培養

開始後 6 時間後の精製 RNAP 中の変異型 RpoA の量に対する相対値として解析

した（図３．１０、黒色の線）。その結果、変異型 RpoA の量は、キシロース添

加培地における培養開始後 3 時間で、6 時間後の RNAP 中の変異型 RpoA の量

と、ほぼ変わらない量となった。これらの結果から、RNAP に含まれる変異型

RpoA はキシロース添加培地における培養開始後、3 時間で約 60 から 70 パーセ

ントになり、以降数時間はその比率が維持される事が確認された。 
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図３．９ 蛍光標識した精製 RNAP の電気泳動ゲル 

(A) SMS08 株から精製した RNAP の電気泳動 (B) SMS09 株から精製した RNAP の電気泳動 

サンプリング時間に対応する培地変換後の培養時間を図下に示した。RpoC、野生型 RpoA および変異型

RpoA に対応するバンドの位置は、それぞれの写真の右に示した。 それぞれのサンプルに対応する、サン

プリング時間は、キシロース添加培地による培養開始後の時間として、写真下に記した。 
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図３．１０ 野生型 RpoA と変異型 RpoA の相対的量の比較 

培地変換後の培養時間をグラフの下に示す。各時間がサンプリングタイムに相当する。それぞれの線は、

以下の計算式に従って出した、RpoAの相対量に応じて示した。RpoA量 = [RpoAバンドのシグナル強度] 

/ [RpoC バンドのシグナル強度]. 野生型 RpoAの相対量：相対値 (培地変換後 X 時間)  = [X 時間後の

RpoA量] / [0 時間後の RpoA量]. 変異型 RpoAの相対量：相対値 (培地変換後 X 時間) = [X 時間後の

RpoA量] / [6 時間後の RpoA量]. 

青線：野生型 RpoA発現株（SMS08 株）の RNAP に含まれる野生型 RpoAの培地変換前（0時間）に対す

る、各サンプリングタイム（培地置換後の培養時間）の RNAP に含まれる野生型 RpoAの相対比 

オレンジ線：変異型 RpoA発現株（SMS09株）の RNAP に含まれる野生型 RpoAの培地変換前（0 時間）

に対する、各サンプリングタイム（培地置換後の培養時間）の RNAP に含まれる野生型 RpoAの相対比 

黒線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株）の RNAP に含まれる変異型 RpoAの培地変換後 6時間（6 時間）

のサンプルに対する、各サンプリング時間（キシロース培地での培養開始後の時間）の RNAP に含まれる

変異型 RpoAの相対比 
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Ⅲ．２ トランスクリプトーム解析 

Ⅲ．２. １ 変異型 RpoA 発現株を用いたトランスクリプトーム解析 

細胞内で変異型 RpoA が RNAP に組み込まれることによる転写への影響をみ

るため、野生型 RpoA を組み込んだ RNAP のみが細胞内に存在する SMS08 株と

変異型 RpoAを組み込んだ RNAP が細胞内に存在する SMS09 株を用いてトラン

スクリプトーム解析を行った。変異型 RpoA の誘導後 3 時間で 60 から 70 パー

セントが RNAP に組み込まれ、その後、組み込まれる RpoA 量は、大きく変化

しない（図３．１０）ことが示されたため、キシロース添加培地での培養開始後

3 時間、経時的にトランスクリプトーム解析を行うことにした。SMS08 株 SMS09

株についてキシロース添加培地における培養開始後(0~3 時間)、計 4 回のサンプ

リングを行い、回収した菌体から、全 RNA（計 8 種）を回収した。RNA を用い

て cDNA を合成し、Affymetirx ジーンチップのハイブリダイゼーション、ハイブ

リダイゼーションシグナルの検出および、そのノーマライゼーションを行った

（詳細はⅡ．２．４）。 

情報解析に先立ち、解析の精度を低下させる発現量が低い遺伝子を除去した。

本解析では、野生型 RpoA 発現株(SMS08 株)、変異型 RpoA 発現株(SMS09 株)に

ついて、再現性を確認するために、それぞれの株を用いて、同一の条件で 2 回の

実験を行った。したがって、1 つのタイムポイントに 4 つのサンプルが存在す

る。この 4 つのシグナル強度の合計が 400 より小さい場合、発現量が低い遺伝

子と判断し、以降の解析から除外した。 

 キシロース添加培地における培養開始前 (0 時間) から培養開始後 1 時間にか

けて、野生型 RpoA 発現株、変異型 RpoA 発現株共に発現プロファイルが大きく

変化した（図３．１１．0 時間 vs 1 時間）。しかしながら、0 時間および 1 時間

における野生型 RpoA 発現株、変異型 RpoA 発現株のトランスクリプトームを比

較したところ、その相関は非常に高いことが示された（図３．１２．A）。このこ

とから、0 時間から、1 時間にかけてのトランスクリプトームの変化は、SMS08

および SMS09 株双方に共通して起こった現象であり、新たな培地への変更によ

り誘導された転写変化であることが明らかとなった。そこで、本研究では、キシ

ロース添加培地への培地の変換に伴うトランスクリプトームへの影響を考慮し、

それぞれのタイムポイントで得られた野生型RpoA発現株および変異型RpoA発

現株のトランスクリプトームを比較することで、変異型 RpoA が RNAP に組み

込まれたことにより生じた転写プロファイルの変化を検出することにした。 

培地変換前、および培地変換後 1 時間までの、野生型 RpoA 発現株と変異型

RpoA 発現株のトランスクリプトームの変化は、極めて小さかった。それぞれの

時間の野生型 RpoA 発現株および変異型 RpoA 発現株の遺伝子発現の相関は、そ

れぞれ r = 0.995 および r = 0.95 であった(図３．１２．A, 0 時間および 1 時間)。
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一方、培地変換後、2 時間が経過すると、相関は低下し (図３．１２．A, r = 0.90)、 

3 時間後には r = 0.83(図３．１２．A, 3 時間)になる。どの時間においても、正

の相関がみられることから、発現が変化する遺伝子数は限定されていると考え

られるが、変異型 RpoA が発現し、RNAP 内の RpoA が野生型から変異型に置き

換わった事により、発現が変化した遺伝子が存在すると考えられた。 

 

 

 
 

図３．１１ SMS08 株及び SMS09 株におけるタイム 0からの遺伝子発現の変化 

各株（SMS08 株及び SMS09 株）のキシロース添加培地を用いた培養開始後、0 時間のトランスクリプト

ームと、1 時間、2時間及び 3 時間のトランスクリプトームを比較した散布図。 
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図３．１２ 野生型 RpoA もしくは変異型 RpoA を発現させた枯草菌のトランスクリプトーム解析 

A. 野生型 RpoA発現株（SMS08 株)と変異型 RpoA発現株（SMS09 株)の転写シグナルの散布図（log2 スケ

ール）。縦軸に野生型 RpoA を誘導した SMS08 株、横軸に変異型 RpoA を誘導した SMS09 株を設定した。

遺伝子のシグナル強度は、それぞれのサンプリング時間について、2 回の独立した実験の平均値を用いた。

4 つの実験の数値の合計が 400 より下回る遺伝子は取り除いた。各タイムポイントの分析に用いた遺伝子

数は、タイム 0：2755、タイム 1：2855、タイム 2：2921、タイム 3：2956 であった。SMS08 株と比較して、

SMS09 株で培養開始後 3時間目における転写が低下した遺伝子は青、上昇した遺伝子は赤で表した。 

B．野生型 RpoA発現株（SMS08 株)と変異型 RpoA発現株（SMS09 株)の生育曲線 
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Ⅲ．２. ２ 変異型 RpoA の発現により転写が低下、あるいは増加する遺伝子

の探索  

 変異型 RpoA 発現する SMS09 株と、野生型 RpoA 発現する SMS08 株のトラン

スクリプトームの比較によって、変異型 RpoA の発現により、発現が変化する遺

伝子が存在することが示唆された。そこで、 変異型 RpoA 発現株と野生型 RpoA

発現株を比較し、変異型 RpoA 発現株で発現量が減少した遺伝子を発現低下遺

伝子、発現量が増加した遺伝子を発現増加遺伝子として検索した。変異型 RpoA

発現株におけるシグナル強度が、野生型 RpoA 発現株におけるシグナル強度と

比べて、0.25 倍あるいは 4 倍（log2 スケールで-2 あるいは 2）になり、加えて、

ウェルチの t 検定で、q 値が、0.2 以下になる遺伝子を、発現低下および発現増

加遺伝子とした。キシロース添加培地での培養開始後 2 時間（タイム 2）では 24

個の発現低下遺伝子、6 個の発現増加遺伝子が検出された(表３．１)。キシロー

ス添加培地での培養開始後 3 時間（タイム 3）では、53 個の発現低下遺伝子、27

個の発現増加遺伝子が検出された（表３．２）（表３．３）。タイム 2 での発現低

下および増加遺伝子を、タイム 3 での発現低下および増加遺伝子と比較すると、

タイム 2 での発現低下および増加遺伝子のうち、5 遺伝子(発現低下；yhfH, yhzC, 

ykbA, yokG, 発現上昇；yhzC)が、タイム 2 特異的に検出された。しかしながら、

これらの遺伝子は、遺伝子発現量が低い（シグナル強度が低い）、q 値が高い（遺

伝子の発現変化が統計的には有意ではない）、あるいは発現変化が 0.25 倍あるい

は 4 倍に及ばない、という理由で、タイム 3 における、発現低下遺伝子、発現増

加遺伝子としては検出されていなかった。このことから、タイム 2で変異型RpoA

発現株における発現が野生型 RpoA 発現株における発現に対して低下、あるい

は増加した遺伝子は、基本的に、タイム 3 で発現が変化した遺伝子に含まれる

ことが判明した。一方、キシロース添加培地での培養開始後 1 時間（タイム 1）

では、本解析で設定した閾値以上に、変異 RpoA 発現株において、発現が増加あ

るいは減少した遺伝子は見いだされなかった。このことから、遺伝子の発現変化

は、RNAP に含まれる変異型 RpoA の割合が高まると同時に、増加する傾向があ

ることが示された。 
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表３．１ SMS09 株(変異型 RpoA発現株)で発現の変化した遺伝子（タイム２） 

 

                  

 シグナル強度(log2 スケール)b     

遺伝子名 a 

野生型 

RpoA  

（実験１） 

 野生型 

RpoA  

（実験 2） 

変異型 

RpoA  

（実験１） 

 変異型 

RpoA  

（実験 2） 

平均値

（log）   

(変異型 / 

野生型) 

平均値   

(変異型 / 

野生型) 

p 値 c q 値 d 

Down-regulated               

srfAA 10.726 10.616 7.242 7.334 -3.383 0.096 0.001 0.100 

srfAB 10.888 10.706 7.428 7.771 -3.190 0.110 0.011 0.132 

srfAC 11.501 11.404 8.207 8.578 -3.049 0.121 0.028 0.146 

srfAD 11.470 11.357 8.728 8.844 -2.628 0.162 0.001 0.105 

rapA 8.659 8.596 5.244 4.973 -3.513 0.088 0.018 0.137 

pel 9.177 9.232 6.894 6.721 -2.395 0.190 0.013 0.134 

ybfS 8.644 8.365 6.140 6.271 -2.305 0.202 0.016 0.135 

comS 11.864 11.752 8.442 8.787 -3.184 0.110 0.021 0.139 

cotN 8.033 8.100 5.722 5.706 -2.353 0.196 0.006 0.131 

yrkA 9.748 10.166 8.021 7.860 -2.029 0.245 0.040 0.161 

yveK 8.420 8.246 6.018 5.840 -2.403 0.189 0.003 0.114 

yveL 7.820 8.022 5.027 4.982 -2.920 0.132 0.017 0.135 

ydhM 8.406 7.986 5.036 5.096 -3.145 0.113 0.039 0.157 

yufR 8.241 7.987 5.267 4.995 -2.982 0.127 0.004 0.122 

clpE 10.066 10.156 7.779 7.754 -2.345 0.197 0.007 0.132 

ybfT 8.183 8.105 5.664 5.681 -2.472 0.180 0.007 0.132 

yhfH 9.795 9.496 7.043 6.229 -2.960 0.128 0.059 0.174 

yhzC 7.707 7.627 5.300 5.229 -2.403 0.189 0.001 0.100 

ykbA 8.147 8.131 6.060 6.135 -2.041 0.243 0.009 0.132 

ykrS 10.665 10.634 8.234 8.049 -2.505 0.176 0.020 0.139 

ykrT 9.965 9.897 7.153 7.227 -2.741 0.150 0.000 0.100 

ykrX 7.434 7.613 5.582 5.399 -2.033 0.244 0.004 0.122 

yokG 8.351 8.493 6.282 6.184 -2.191 0.219 0.003 0.114 

yokH 7.935 8.788 6.192 5.658 -2.474 0.180 0.056 0.171 

         

Up-regulated               

proH 7.062 6.900 9.429 9.510 2.487 5.607 0.006 0.130 
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ybcP 5.372 5.406 7.577 7.961 2.393 5.253 0.050 0.167 

ybcQ 7.141 7.255 9.427 9.701 2.372 5.175 0.017 0.135 

ybcO 7.393 7.409 9.778 9.749 2.363 5.143 0.000 0.100 

proJ 8.365 8.208 10.644 10.522 2.296 4.911 0.002 0.113 

ybcS 7.197 7.203 9.488 9.417 2.254 4.769 0.010 0.132 

 

a: 発現量の変化した遺伝子名、赤字の遺伝子はタイム２特異的に変化した遺伝子。 

b: 再現性を見るために同一条件で２回の実験を行った。それぞれを実験 1、実験 2 とし、本表に記述し

た。 

ｃ, d: p 値、q 値は welch の t-test により算出した。 

  



50 

 

表３．２ SMS09 株(変異型 RpoA発現株)で発現の減少した遺伝子（タイム３） 

 

  
                

 シグナル強度(log2 スケール)b     

遺伝子名 a 

野生型 

RpoA  

（実験１） 

 野生型 

RpoA  

（実験 2） 

変異型 

RpoA  

（実験１） 

 変異型 

RpoA  

（実験 2） 

平均値

（log）   

(変異型 / 

野生型) 

平均値   

(変異型 / 

野生型) 

p 値 c q 値 d 

down                  

ydhM  10.141 10.085 4.711 5.256 -5.104 0.029 0.032 0.153 

ydhN 9.184 9.030 4.717 4.897 -4.299 0.051 0.001 0.133 

yjdE 10.457 10.186 5.372 6.484 -4.295 0.051 0.067 0.179 

yjdD 10.469 10.183 5.638 6.456 -4.229 0.053 0.039 0.157 

srfAA 11.524 11.531 7.161 7.514 -4.179 0.055 0.027 0.149 

srfAB 11.629 11.731 7.221 7.978 -4.032 0.061 0.055 0.170 

rapA 9.143 9.319 5.450 5.174 -3.915 0.066 0.004 0.135 

ydhO 8.419 8.059 4.233 4.479 -3.889 0.067 0.005 0.138 

yveL 8.337 8.271 4.322 4.672 -3.796 0.072 0.024 0.148 

yufR 8.575 7.866 4.413 4.838 -3.623 0.081 0.023 0.146 

comS 12.326 12.294 8.295 9.012 -3.612 0.082 0.062 0.175 

ydhP 8.614 8.553 4.787 5.202 -3.575 0.084 0.033 0.154 

mtlA 11.645 11.783 7.591 8.587 -3.542 0.086 0.082 0.193 

srfAC 12.032 12.198 8.323 8.877 -3.491 0.089 0.035 0.154 

srfAD 12.171 12.118 8.706 8.903 -3.337 0.099 0.012 0.138 

mtlD 12.056 12.172 8.236 9.221 -3.304 0.101 0.088 0.198 

cotN 8.320 8.410 5.027 5.259 -3.218 0.107 0.010 0.138 

clpE 9.671 9.764 6.399 6.780 -3.116 0.115 0.029 0.150 

ycxA 9.404 9.499 6.505 6.272 -3.059 0.120 0.010 0.138 

yokH 8.468 7.665 4.536 5.594 -2.962 0.128 0.052 0.169 

yjdC 10.939 10.481 7.324 8.108 -2.959 0.129 0.037 0.155 

yrkA 9.676 9.901 6.564 7.166 -2.897 0.134 0.041 0.159 

yveK 8.555 8.613 5.838 5.539 -2.888 0.135 0.027 0.150 

yxzC 8.287 8.320 5.446 5.539 -2.810 0.143 0.004 0.135 

pel 9.818 10.024 7.224 7.011 -2.803 0.143 0.003 0.135 

ybfS 9.357 9.100 6.164 6.755 -2.745 0.149 0.037 0.155 

rbsC 8.505 8.508 5.413 6.129 -2.691 0.155 0.083 0.194 
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ybfT 8.671 8.748 5.986 6.125 -2.652 0.159 0.003 0.135 

yxiG 7.974 8.249 5.459 5.482 -2.648 0.160 0.032 0.153 

yolJ 7.367 7.691 4.739 5.036 -2.643 0.160 0.007 0.138 

ykrS 10.472 10.521 7.900 7.853 -2.620 0.163 0.000 0.133 

ywsB 9.012 9.074 6.140 6.688 -2.604 0.165 0.063 0.175 

ydhS 7.850 7.591 5.154 5.162 -2.569 0.169 0.032 0.153 

rbsA 9.206 9.018 6.411 6.671 -2.568 0.169 0.006 0.138 

rapC 10.086 10.275 7.773 7.604 -2.493 0.178 0.003 0.135 

ykrT 9.581 9.592 7.003 7.188 -2.488 0.178 0.023 0.146 

yonR 9.480 9.573 6.760 7.304 -2.470 0.181 0.062 0.175 

yxiF 8.475 8.739 6.098 6.242 -2.441 0.184 0.010 0.138 

yfmQ 10.039 10.108 7.689 7.612 -2.423 0.186 0.000 0.133 

yxxG 9.700 10.014 7.397 7.580 -2.374 0.193 0.013 0.138 

yrhP 9.667 9.699 7.367 7.478 -2.259 0.209 0.009 0.138 

yxzG 8.444 8.722 6.300 6.399 -2.239 0.212 0.023 0.146 

yhdO 9.770 9.189 7.632 6.926 -2.187 0.220 0.044 0.160 

ykrX 7.348 7.617 5.256 5.358 -2.181 0.220 0.021 0.146 

yoeB 11.170 11.052 8.762 9.111 -2.165 0.223 0.033 0.154 

lmrA 9.302 9.324 7.128 7.260 -2.117 0.230 0.017 0.140 

yxiJ 7.731 8.267 5.703 6.087 -2.116 0.231 0.030 0.152 

comQ 8.032 7.823 5.647 6.025 -2.083 0.236 0.022 0.146 

xpt 7.612 7.757 5.597 5.650 -2.063 0.239 0.011 0.138 

wapA 10.324 10.175 8.105 8.279 -2.057 0.240 0.003 0.135 

spo0E 11.246 11.300 9.126 9.358 -2.027 0.245 0.028 0.150 

ykrZ 7.634 7.580 5.843 5.278 -2.019 0.247 0.085 0.196 

rbsR 10.157 9.942 7.719 8.300 -2.015 0.247 0.062 0.175 

 

a: 発現量の変化した遺伝子名。 

b: 再現性を見るために同一条件で２回の実験を行った。それぞれを実験 1、実験 2 とし、本表に記述し

た。 

ｃ, d: p 値、q 値は welch の t-test により算出した 
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表３．３ SMS09 株(変異型 RpoA発現株)で発現の増加した遺伝子（タイム３） 

 

                  

 シグナル強度(log2 スケール)b     

遺伝子名

a 

野生型 

RpoA  

（実験１） 

 野生型 

RpoA  

（実験 2） 

変異型 

RpoA  

（実験１） 

 変異型 

RpoA  

（実験 2） 

平均値

（log）   

(変異型 / 

野生型) 

平均値   

(変異型 / 

野生型) 

p 値 c q 値 d 

up                  

proH 6.662 7.190 10.251 10.186 3.269 9.641 0.048 0.162 

yabG 4.426 5.040 7.880 7.600 2.981 7.895 0.034 0.154 

proJ 8.405 8.360 11.359 11.081 2.844 7.182 0.027 0.150 

ybcQ 7.164 7.285 9.869 10.111 2.769 6.817 0.009 0.138 

ybcO 7.564 7.506 10.276 10.029 2.622 6.157 0.023 0.146 

yeeG 5.194 5.289 7.845 7.866 2.614 6.120 0.008 0.138 

ybdB 6.285 5.950 8.536 8.845 2.572 5.945 0.008 0.138 

ybdA 6.772 6.635 9.227 9.297 2.557 5.885 0.004 0.135 

ybcS 7.277 7.143 9.673 9.779 2.516 5.719 0.002 0.135 

yisK 6.009 6.055 8.716 8.316 2.497 5.647 0.048 0.163 

ywdH 6.435 6.401 8.945 8.868 2.489 5.615 0.003 0.135 

ybcT 7.169 7.230 9.571 9.704 2.439 5.424 0.005 0.138 

yisT 5.520 5.420 8.179 7.538 2.423 5.363 0.079 0.190 

ybdE 5.853 5.792 8.162 8.317 2.419 5.348 0.009 0.138 

sacV 4.954 5.233 7.456 7.356 2.307 4.948 0.022 0.146 

yoxA 5.361 5.692 7.884 7.746 2.281 4.859 0.023 0.146 

yuiF 7.095 6.961 9.383 9.184 2.257 4.781 0.005 0.138 

ybdD 6.810 6.428 8.830 8.820 2.194 4.574 0.055 0.170 

yxbC 5.588 5.838 7.952 7.846 2.182 4.537 0.017 0.140 

pps 8.361 8.475 10.585 10.561 2.154 4.452 0.013 0.138 

yrrD 6.075 5.485 7.933 7.945 2.129 4.373 0.086 0.197 

yydG 6.448 6.710 8.617 8.749 2.100 4.286 0.015 0.138 

ytoA 8.432 8.530 10.648 10.508 2.098 4.280 0.003 0.135 

ylbD 5.498 5.835 7.891 7.589 2.071 4.202 0.012 0.138 

yufS 5.527 5.354 7.767 7.185 2.062 4.176 0.070 0.182 

yoaZ 8.475 8.308 10.406 10.407 2.013 4.036 0.026 0.149 
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glgB 5.768 5.954 7.796 7.945 2.008 4.023 0.004 0.135 

 

a: 発現量の変化した遺伝子名。 

b: 再現性を見るために同一条件で２回の実験を行った。それぞれを実験 1、実験 2 とし、本表に記述し

た。 

ｃ, d: P値、q 値は welch の t-test により算出した 
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Ⅲ．２. ３ 発現低下遺伝子に含まれる遺伝子のプロモーター上流には、クラス 

I 型転写活性化因子の結合配列が存在する 

 枯草菌のプロモーターの情報が収集されているデータベース DBTBS(Sierro et 

al., 2008)および Bsubcyc(Caspi et al., 2014)を用いて、キシロース培地培養開始後

3 時間（タイム 3）において、SMS09 株（変異型 RpoA 発現株）と SMS08 株（野

生型 RpoA 発現株）の間で発現が変化した遺伝子のプロモーターと、そのプロモ

ーター上流に存在する転写因子結合配列を探索した。培養開始後 3 時間（タイ

ム 3）における発現低下遺伝子 53 個のうち 40 の遺伝子が、25 の転写単位に含

まれており、そのうち 20 の転写単位のプロモーターがデータベースには記述さ

れていた。このうち、転写制御因子を持つものは 17 個あり、そのうち-35 領域

より上流に転写活性化因子結合部位を持つプロモーターが、8 個存在した（表３．

４）。これらのプロモーターに結合する因子として、4種類の転写活性因子(ComA, 

YufM, RemA, ManR )が報告されている。ComA の結合領域がプロモーター上流

に存在することが報告されている転写単位は 3 個存在し、6 個の発現低下遺伝子

を含んでいる ( srfA - srfAB - comS - srfAC - srfAD, rapA - phrA, rapC - phrC )。maeN 

遺伝子に関しては、YufM による制御が報告されている。RemA は、2 つの発現

低下遺伝子、cotN(tasA)および yveL(epsB)を含む 2 つの転写単位( eps, yqxM - sipW 

- tasA) のプロモーター上流に結合領域が存在することが報告されている。ManR

に制御されている 2 つの転写単位 ( manPA - yjdF, manR)は、3 つの発現低下遺伝

子(yjdE, yjdD および yjdC)を含んでおり、そのプロモーター上流に ManR 結合配

列が存在することが報告されている（表２．４）。興味深いことに、これらの転

写因子の結合配列は、転写開始点の上流 60bp から 80bp の全体、あるいは一部

を含んでいた（表３．４）。この領域（転写開始点上流 60bp から 80bp）は、ク

ラス I 型転写活性化因子が結合し、機能する領域として知られており(Browning 

et al., 2004)、転写因子による転写の活性化のためには、プロモーターに結合した

RNAP の α-CTD と転写因子が相互作用する必要があることが明らかになってい

る。実際に srf 遺伝子において α-CTD と ComA の相互作用が報告されている 

(Zhang et al.,2006)。ComA を除く、上述の転写活性化因子と α-CTD が相互作用

し、転写を活性化するかどうかの報告はこれまでないが、今回の解析により、

ComA, YufM, RemA, ManR は、発現低下遺伝子のプロモーター上流に結合し、α-

CTD と相互作用して転写を活性化する可能性があることが示された。 

一方、転写制御因子 ( CcpA, CtsR, YycF, LmrA, SinR, AbrB ) の結合サイトが、

発現低下遺伝子を含む9個の転写単位 ( gumBACDEFG, clpE, rbsRKDACB, gamAP, 

wapA - yxxG, yoeB, lmrAB, xpt - pbuX, spo0E )の、-10 領域と転写開始点近傍に結合

し、転写を負に制御することが報告されている（表３．４）。したがって、これ

らの転写制御因子は、プロモーターに結合し、直接転写を抑制する転写抑制因子
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であると考えられる。興味深いことに、本解析では、これらの遺伝子が、α-CTD

の欠損により発現が低下することが示された。 

 YycFG ( WalRK ) は二成分制御系として機能する転写制御因子であり、細胞壁

代謝と細胞分裂を調節し、枯草菌の生育に必須である。また、LB 培地で枯草菌

を培養した場合に、YycFG が細胞内で機能していることが報告されていること

から(Fukuchi et al., 2000; Bisicchia et al.,2007)、YycFG が本解析に用いられた培養

条件でも、機能している可能性が強い。興味深いことに、α-CTD を欠失した RpoA

発現している SMS09 株では、wapA および yoeB の遺伝子の発現が制御されてい

た。加えて、すでに報告されている ChIP-chip 解析により、これらの遺伝子のプ

ロモーターには、YycF が強く結合し、発現を抑制することが明らかにされてい

る(Salzberg et al., 2013)。このことから、YycF が、wapA および yoeB の転写を抑

制する一方、α-CTD は、両遺伝子の発現を促進するように機能していると考え

られた。α-CTD が、wapA および yoeB の活性化に寄与する場合、転写を正に制

御する転写因子あるいはUP エレメントとの相互作用する可能性があげられる。

DBTBS と Bsubcyc データベースには、wapA と yoeB のプロモーター上流に結合

する転写活性化因子の存在は記載されていない (Sierro et al., 2008; Caspi et 

al.,2014)、そこで、それぞれの遺伝子上流に、UP エレメントが存在するかどう

かを検討した。大腸菌を用いた解析によって、UP エレメントは転写開始点上流

の 41bp から 57bp の領域に存在することが示されている(Gourse et al., 2000)。

wapA および yoeB の転写開始点上流 41bp から 57bp の領域の塩基配列を調べた

ところ、wapA は AGATAAATTTTCTAGAA、yoeB は AAAATAATTTATGCAAA

という塩基を有しており、これらの塩基配列は、selex により決定された UP エ

レメントのコンセンサス配列 AAA(A/T)(A/T)T(A/T)TTTT—AAAA (Ross et al., 

1998)と 3 塩基を除き一致していた（表３．５）。大腸菌と枯草菌のゲノム配列の

GC 含量は大きく異なり、加えて、枯草菌ゲノムの GC 含量は、大腸菌に比べて

低いことから、wapA および yoeB の転写開始点上流の 41bp から 57bp に存在す

る塩基配列と、大腸菌で機能している UP エレメントの配列を、単純に比較する

ことは難しいが、大腸菌において、UP エレメントによる転写制御を受けること

が良く知られている rrnB および rrnD の UP エレメントと UP エレメントのコ

ンセンサス配列の違いが、3 および 4 塩基であることを考慮すると、上記 2 つの

配列は、UP エレメントとして機能する可能性がある。 
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表３．４ SMS09 株にて遺伝子発現の減少した遺伝子の転写単位と転写調節因子（タイム３） 

  
    

遺伝子名 a 転写単位 (DBTBS, bsubcyc)b 転写調節因子 (DBTBS, bsubcyc)c 

down (タイム 3)     

ydhM  gmuBACDREFG CcpA (negative), GmuR (negative) 

clpE clpE 
CtsR (negative: -33:-9, -5:+20, +40:+63, 

-5:+19, +42:+66) 

comQ comQX  

yveL eps 
SinR (negative: -163:-124, -73:-48), 

RemA (positive: -108:-52) (BC) 

yveK eps  

ybfT gamAP (BC) YbgA (negative) (BC) 

ydhN gmuBACDREFG  

ydhO gmuBACDREFG  

ydhP gmuBACDREFG  

ydhS gmuBACDREFG  

lmrA lmrAB LmrA (negative: -21:+21) 

yufR maeN YafM (positive: -86:-23) 

yjdE manPA-yjdF (BC) ManR (positive: -75:-32) (BC) 

yjdD manPA-yjdF (BC)  

yjdC manR (BC) ManR (positive: -75:-32) (BC) 

mtlA mtlAD  

mtlD mtlAD  

ykrS mtnKA  

ykrT mtnKA  

ykrX mtnWXBD  

ykrZ mtnWXBD  

pel pel  

rapA rapA-phrA 
ComA (positive: -75:-36), Spo0A 

(negative) 

rapC rapC-phrC ComA (positive: -72:+7), CodY (negative) 

rbsC rbsRKDACB 
CcpA (negative: -11:+23), AbrB (positive: 

-133:-67, -4:+29) 

rbsA rbsRKDACB  

rbsR rbsRKDACB  
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spo0E spo0E AbrB (negative: -39:-5) 

srfAA 
srfAA-srfAB-comS-

srfAC-srfAD 

ComA (positive: -118:-81, -74:-37), 

PerR (positive: -46:+17), CodY (negative: 

-74:-37) 

srfAB 
srfAA-srfAB-comS-

srfAC-srfAD 
 

comS 
srfAA-srfAB-comS-

srfAC-srfAD 
 

srfAC 
srfAA-srfAB-comS-

srfAC-srfAD 
 

srfAD 
srfAA-srfAB-comS-

srfAC-srfAD 
 

yolJ sunT-bdbA-yolJ-bdbB  

yxxG wapA-yxxG 

YycF (negative: -29:-13) (BC), DegU 

(negative:-42:-19, +5:+21), YvrH 

(positive) 

wapA wapA-yxxG  

xpt xpt-pbuX PurR (negative: -97:-45) 

yfmQ yfmQ  

yoeB yoeB YycF (negative: -38:+3) 

cotN yqxM-sipW-tasA 

SinR (negative: -80:-52, -4:+27), RemA 

(positive: -111:-53) (BC), AbrB 

(negative: -151:-97, -163:-201) (BC), 

Spo0A (negative) 

ywsB ywsB  

ycxA no information  

yokH no information  

yrkA no information  

yxzC no information  

ybfS no information  

yxiG no information  

yonR no information  

yxiF no information  

yrhP no information  

yxzG no information  
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yhdO no information  

yxiJ no information  

 

a: 発現量の変化した遺伝子名。 

b: 既知の転写単位。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。 

c: 既知の転写調節因子。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。

横の数値は転写開始点(+1)からの距離を表す。 
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表３．５ SMS09 株にて遺伝子発現の増加した遺伝子の転写単位と σAプロモーター（タイム３） 

      

遺伝子名 a 

転写単位 

(DBTBS, 

bsubcyc)b 

σAプロモーターの配列 (DBTBS, bsubcyc[BC])c 

down (タイム 

3) 
    

clpE clpE 

ATCAAAAATTTTTGTGCATAAGACTTGAAAGTCAAAGATAGTCAGAGTATACTATTAATCAAAGT 

/ 

TTCAGTCTGCTTTGAGCATATTGGTTTGAATGCCGTTAAGTTTGCCGTATACTAATAGTCAAAGA 

comQ comQX GATTGTTAAAAAACGAAAAACCTGCTGTCCTTTAAATGTCCCATTTAGTAAAATGGAATGGGAGG 

yveL eps GAACTTATTGGCTTATTTTGCAATTTTTAAATAATAACGTTTTCTTTTATAATCCAATCATTAAC 

yveK eps  

ybfT 
gamAP 

(BC) 
AACAAATTTTCAGAAATTAATATTGACAGTTTGATAAGGGCGGTGCTAAATTCGTAATGACAAGT 

ydhM  
gmuBAC

DREFG 
GATTATATTTATTTTATAAAAGTATAGACATTTAAAATTAAATGACTATAATAATCAATGTAAGC 

ydhN 
gmuBAC

DREFG 
 

ydhO 
gmuBAC

DREFG 
 

ydhP 
gmuBAC

DREFG 
 

ydhS 
gmuBAC

DREFG 
 

lmrA lmrAB GTCTTTTCATACAATGAATTTTTCTTGACAATTGATGATTGAATCAAGATAATAGACCAGTCACT 

yufR maeN TGTTTATTAGTTTTTTAACTTAAAAAAATATGAAGTGTTAACGCTTTCTTGTAGACTGTAACAAA 

yjdE 

manPA-

yjdF 

(BC) 

CCGGAACCTATGGTAAAAAAAGCGATTTTAATGAGCTGATTTCGGTATACAGTTGAGACAAGATC 

yjdD 

manPA-

yjdF 

(BC) 

 

yjdC 
manR 

(BC) 
GGAAGCTTCGGTAAAAAACGAAACTTTTGTCTCTATGATTTTGTTTTATAATGTAAACGGTTTCT 
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mtlA mtlAD no information 

mtlD mtlAD  

ykrS mtnKA AAGATTTATATTAAAAAATATATTGACAACTAACTAAATTACCTGTTACCATGTTCATCAACTGA 

ykrT mtnKA  

ykrX 
mtnWXB

D 

GAACCTGTTTACCCAAAAAAGCATTGACAAGACCTTATAACGATGGGATAATTCAAAATAATTTA 

/ 

AGCATTGACAAGACCTTATAACGATGGGATAATTCAAAATAATTTATAAAATCTATATTTTCTTA 

ykrZ 
mtnWXB

D 
 

pel pel no information 

rapA 
rapA-

phrA 
TTCGACAATTGCGGTTATTTTGCGTTCTTCTTTTTCTTGTAAATATGATAAAATATGACATATCT 

rapC 
rapC-

phrC 
AAAACAAAGATTGCGTGTTTTTCGGGTTGGGACGGCCTATAAACATGATAAAATATGACATAAAC 

rbsC 
rbsRKD

ACB 
TTAGATTTCTTTTGATATTTTTATTGCTAACTTCGGATTGTTCATGATAATCTATCTATGTAAAC 

rbsA 
rbsRKD

ACB 
 

rbsR 
rbsRKD

ACB 
 

spo0E spo0E TAACTTATTTAATGAAAATATGTTTACAAATAAAGTATAATCTGTAATAATGCACAATAACCCAA 

srfAA 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

TGAAACTTTTCACCCATTTTTCGGTGATAAAAACATTTTTTTCATTTAAACTGAACGGTAGAAAG 

srfAB 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

 

comS 

srfAA-

srfAB-

comS-
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srfAC-

srfAD 

srfAC 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

 

srfAD 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

 

yolJ 

sunT-

bdbA-

yolJ-

bdbB 

no information 

yxxG 
wapA-

yxxG 
TAAGATAAATTTTCTAGAAAAATATTGTAATGATATTTCAGTCTAGTTAAGATTATTGAGTAAAT 

wapA 
wapA-

yxxG 
 

xpt 
xpt-

pbuX 
GTTCGGGAATTTTTATTTTCAGCCTATGCAAGAGATTAGAATCTTGATATAATTTATTACAATAT 

yfmQ yfmQ no information 

yoeB yoeB AAAAAATAATTTATGCAAAAGTATTGTAATCTATCCGTAATTATTGTAACATTTGTAACATAAGA 

cotN 

yqxM-

sipW-

tasA 

ACAAAATGAGCGATTTCGGTGTTTTTAAATCTATAAATCGTTGATTATACTCTATTTGTGAAGTT 

ywsB ywsB no information 

ycxA  no information 

yokH  no information 

yrkA  no information 

yxzC  no information 

ybfS  no information 

yxiG  no information 

yonR  no information 
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yxiF  no information 

yrhP  no information 

yxzG  no information 

yhdO  no information 

yxiJ  no information 

a: 発現量の変化した遺伝子名。 

b: 既知の転写単位。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。 

c: 既知の σAプロモーター配列。赤字は-10 領域、-35 領域を表す。太字は転写開始点(+1)を表す。 
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表３．６ SMS09 株にて遺伝子発現の増加した遺伝子の転写単位と σA以外のプロモーター（タイム３） 

遺伝子名 a 

転写単位 

(DBTBS, 

bsubcyc)b 

σA以外のプロモーターの配列 (DBTBS, bsubcyc[BC])c σ因子 

down (time 3)       

clpE clpE   

comQ comQX   

yveL eps   

yveK eps   

ybfT 
gamAP 

(BC) 
  

ydhM  
gmuBAC

DREFG 
  

ydhN 
gmuBAC

DREFG 
  

ydhO 
gmuBAC

DREFG 
  

ydhP 
gmuBAC

DREFG 
  

ydhS 
gmuBAC

DREFG 
  

lmrA lmrAB   

yufR maeN   

yjdE 
manPA-

yjdF (BC) 
  

yjdD 
manPA-

yjdF (BC) 
  

yjdC 
manR 

(BC) 
  

mtlA mtlAD   

mtlD mtlAD   

ykrS mtnKA   

ykrT mtnKA   

ykrX mtnWXBD   

ykrZ mtnWXBD   
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pel pel   

rapA 
rapA-

phrA 
  

rapC 
rapC-

phrC 
TAGAGGATTTAGCCCTAGAAGTAGCAAAATATTACTATGAACA sigH 

rbsC 
rbsRKDA

CB 
  

rbsA 
rbsRKDA

CB 
  

rbsR 
rbsRKDA

CB 
  

spo0E spo0E   

srfAA 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

  

srfAB 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

  

comS 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

  

srfAC 

srfAA-

srfAB-

comS-

srfAC-

srfAD 

  

srfAD 

srfAA-

srfAB-

comS-
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srfAC-

srfAD 

yolJ 

sunT-

bdbA-

yolJ-

bdbB 

  

yxxG 
wapA-

yxxG 
  

wapA 
wapA-

yxxG 
  

xpt xpt-pbuX   

yfmQ yfmQ   

yoeB yoeB   

cotN 

yqxM-

sipW-

tasA 

  

ywsB ywsB   

ycxA    

yokH    

yrkA    

yxzC    

ybfS    

yxiG    

yonR    

yxiF    

yrhP    

yxzG    

yhdO    

yxiJ    

a: 発現量の変化した遺伝子名、赤字の遺伝子はタイム２特異的に変化した遺伝子。 

b: 既知の転写単位。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。 

c: 既知の σA以外の σ 因子に依存したプロモーター配列。赤字は-10 領域、-35 領域を表す。太字は転写

開始点(+1)を表す。 
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Ⅲ．２.  ４ 発現増加遺伝子のプロモーター配列 

キシロース培地を用いた培養開始後 3 時間において検出された発現低下遺伝

子の発現を制御していることが知られている 23 個のプロモーターうち 22 個は

σAにより認識されるプロモーター配列を持っている（表３．５）。唯一の例外

は、rapC-phrC オペロンであり、σAプロモーター以外にも σHにより認識され

るプロモーターを持っている（表３．６）。一方、培地開始後 3 時間において

検出された転写増加遺伝子 27 個（表３．７）を含む転写単位は、10 個 DBTBS

および Bsubcyc に登録されていた。この転写単位を制御しているプロモーター

は 9 個判明しており（表３．８と表３．９）、3 個が σAプロモーター、残りの

6 個は様々なストレスに応答して活性化される代替σ因子 σB, σ E, σ G, σ K, σ Hに

より認識されるプロモーターであった（表３．９）。このことから、転写増加

遺伝子は、変異型 RpoA が RNAP に組み込まれることにより直接影響を受け、

発現が増加したのではなく、変異型 RpoA が RNAP により組み込まれ、様々な

遺伝子の発現が抑制されたことにより、生じたストレスにより、間接的に上昇

した可能性が高いと考えられた。また、制御されている遺伝子の機能からも、

α-CTD の生理的な重要性を示唆することはできなかった。そのため、本解析に

おいては、変異 RpoA 発現株における発現増加遺伝子の、これ以上の詳細な解

析は行わなかった。 
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表３．７ SMS09 株にて遺伝子発現の増加した遺伝子の転写単位と転写調節因子（タイム３） 

遺伝子名 a 転写単位 (DBTBS, bsubcyc)b 転写調節因子 (DBTBS, bsubcyc)c 

up (タイム 3)     

glgB glgBCDAP  

proH proH-proJ (BC)  

proJ proH-proJ (BC)  

ybcQ skf 
AbrB (negative), PhoP (positive), Spo0A 

(positive: -64:+4) 

ybcO skf  

ybdB skf  

ybdA skf  

ybcS skf  

ybcT skf  

ybdE skf  

ybdD skf  

yabG yabG  

ylbD ylbDE  

yoxA yoxA-dacC  

yrrD yrrD  

ywdH ywdH  

yxbC yxbCD AbrB 8negative), Spo0A (positive) 

yydG yydFGHIJ Rok (negative) 

yeeG no information  

yisK no information  

yisT no information  

sacV no information  

yuiF no information  

pps no information  

ytoA no information  

yufS no information  

yoaZ no information   

a: 発現量の変化した遺伝子名。 

b: 既知の転写単位。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。 

c: 既知の転写調節因子。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。

横の数値は転写開始点(+1)からの距離を表す。 
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表３．８ SMS09 株にて遺伝子発現の増加した遺伝子の転写単位とσAプロモーター（タイム３） 

 

遺伝子名 a 

転写単位 

(DBTBS, 

bsubcyc)b 

σAプロモーターの配列 (DBTBS, bsubcyc[BC])c 

up (タイム 3)     

glgB glgBCDAP  

proH 
proH-proJ 

(BC) 

ACAAATCAATAATGGCCTTCAAACTTGACATCATTTCCTCACGTGGTAACATTTTAAACGT

GTGA 

proJ 
proH-proJ 

(BC) 
 

ybcQ skf 
TTAGGATAATATACAAAATCCCCCTTACTTCGACAATTGCAATCTGGTATTATCGTATCGC

ATGG 

ybcO skf  

ybdB skf  

ybdA skf  

ybcS skf  

ybcT skf  

ybdE skf  

ybdD skf  

yabG yabG  

ylbD ylbDE  

yoxA yoxA-dacC  

yrrD yrrD  

ywdH ywdH no information 

yxbC yxbCD  

yydG yydFGHIJ 
TTCAGATTTTTTAGGTACAATATATTGACATGTATTGAATGATATAGAATAATTGGTTTAT

ATTA 

yeeG no information no information 

yisK no information no information 

yisT no information no information 

sacV no information no information 

yuiF no information no information 

pps no information no information 

ytoA no information no information 
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yufS no information no information 

yoaZ no information no information 

a: 発現量の変化した遺伝子名。 

b: 既知の転写単位。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。 

c: 既知のシグマ Aプロモーター配列。赤字は-10 領域、-35 領域を表す。太字は転写開始点(+1)を表す。 
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表３．９ SMS09 株にて遺伝子発現の増加した遺伝子の転写単位とσA以外のプロモーター（タイム３） 

 

遺伝子名 a 

転写単位 

(DBTBS, 

bsubcyc)b 

σA以外のプロモーターの配列 (DBTBS, bsubcyc[BC])c σ因子 

up (タイム 3)       

glgB glgBCDAP 
CTTCGAATAAATACTATAAATGAAAACTATGATGTCAGAA

AGG 
SigE 

proH 
proH-proJ 

(BC) 
  

proJ 
proH-proJ 

(BC) 

TGTTTTGCGCACCACATGGACTGCCGCTACATAGGCTAG

AGAAGGA 
SigK 

ybcQ skf   

ybcO skf   

ybdB skf   

ybdA skf   

ybcS skf   

ybcT skf   

ybdE skf   

ybdD skf   

yabG yabG   

ylbD ylbDE 
AGGCGAACACAATGCCCGACAAAACGATACATTGTAGTA

GGTAACGATTTT 
SigK 

yoxA yoxA-dacC 

AACGGTGTTTTTTTATTTGATAGGGGAAAATATAAAATGG

A / 

TATTTGATAGGGGAAAATATAAAATGGAGGAAATATGGTA

CAGTA 

SigB / 

SigH 

yrrD yrrD 
CATCGTATGAGTCTAAGGCGCAAAGCAAAACCTAAGCCT

GTTCAACAAAAGGTG 
SigG 

ywdH ywdH   

yxbC yxbCD   

yydG yydFGHIJ   

yeeG no information   

yisK no information   

yisT no information   
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sacV no information   

yuiF no information   

pps no information   

ytoA no information   

yufS no information   

yoaZ no information     

a: 発現量の変化した遺伝子名。 

b: 既知の転写単位。黒字は DBTBSに登録されているもの。青字は bsubcyc に登録されているもの。 

c: 既知のシグマ A以外のシグマ因子に依存したプロモーター配列。赤字は-10 領域、-35 領域を表す。太

字は転写開始点(+1)を表す。 
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Ⅲ．２.  ５ 発現低下遺伝子の時系列発現パターンによる分類 

 キシロース培地による培養開始後 3 時間（タイム 3）で検出した、発現低下遺

伝子を、培養開始前から、開始後 3 時間目までの時系列転写プロファイルによ

り分類した(図３．１３及び図 S２．１,２,３,４,５及び６)。その結果、発現低下

遺伝子は 3つのタイプに分類された。タイプ T1は、培地変換後 1時間目に SMS08

株（野生型 RpoA 発現株）および SMS09 株（変異型 RpoA 発現株）共に、発現

が低下するが、培地変換後 2 時間目以降に、野生型 RpoA 発現株でのみ、発現の

上昇が観察される遺伝子である。タイプ T2 は、培地変換前の発現は低く抑えら

れているが、培地変換後に、野生型 RpoA 発現株で発現誘導が起こる遺伝子であ

る。変異型 RpoA 発現株では、この誘導が、野生型 RpoA 発現株に比べ低くなる

か、あるいは、起こらない。タイプ T3 は、野生型 RpoA 発現株における発現が、

培地変換前から培地変換後にかけて一定な遺伝子である(図３．１３)。 

 タイプ T1 およびタイプ T2 は、発現が誘導されることから、何らかの刺激を

受けて、転写が培地変換後に誘導されると考えられる。したがって、転写活性化

因子あるいは、転写抑制因子による制御を受けている可能性が高い。実際にタイ

プ T1 には、Ⅲ．２．４において述べた、ComA、AbrB および ManR によって制

御される遺伝子が分類されている(図 S２．１及び２)。ComA は、培地が貧栄養

(グルコース飢餓を含む)の状態あるいは定常期に活性化されることが知られて

いる転写因子であり、ManR は、グルコース飢餓で活性化することが知られてい

る転写因子である。このことから、キシロース添加培地における培養開始後１時

間（タイム 1）の転写の低下は、新鮮な LB 培地に培地が転換されたことで、グ

ルコース（あるいは、その他の栄養源）が供給され、その結果、ComA および

ManR の活性化が抑制されために生じた可能性がある。その場合、野生型 RpoA

を発現する株では、キシロース添加培地における培養が進むにつれて、培地中の

グルコース濃度が低下し、ComA と ManR により発現が促進される遺伝子

（ComA : srfAA, rapA, rapC, ManR : yjdC, yjdD）の発現誘導が引き起こされ、他

方、変異型 RpoA 発現株においては、α-CTD の欠損により、これらの転写因子に

依存した発現誘導が起こらないと考えられる。その結果、これらの遺伝子は、変

異型 RpoA 発現株において発現が低下した遺伝子として検出された可能性が高

い。一方で、AbrB に依存した発現誘導が、どのようなメカニズムで引き起こさ

れるかは、はっきりしないが、他の発現制御機構が不明な遺伝子も含め、LB 培

地における培養が進んだ時に生じるシグナル、例えば環境中の糖源、あるいは他

の栄養源の枯渇により発現が誘導されるものと考えられる(図 S２．１及び２)。 

タイプ T2 に分類される遺伝子には、MtlR により発現が正に制御される mtlA が

含まれている(図 S２．３)。MtlR は、培地中にマンニトールが存在すると活性化

することがわかっている(Bouraoui et al., 2013)。MtlR が、mtlA のプロモーター上
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流に結合するかどうかはわかっていないが、α-CTD の欠損はこの活性化を阻害

している可能性がある。培地変換後に、mtlA の発現が誘導されることを考える

と、キシロース添加培地に含まれる何らかの基質により、mtlA の発現が誘導さ

れた可能性がある。ykrS および ykrT に関しては、転写を正に制御する転写因子

が存在するかどうかはわかっていないが ( Sekowaka et al., 2002 ) 、タイプ T2 遺

伝子も生育環境の変化（培地の変換）により発現が誘導されることから、未知の

転写因子による正の制御を受けているのかもしれない(図 S２．３)。 

タイプ T3 には、RemA および YufM による正の制御を受ける遺伝子が分類さ

れている（図 S２．４,５及び６）。RemA は、LB 培地中で eps および tapA-sipW-

tasA オペロンの発現を正に制御していることが報告されており(Winkelman et al., 

2013)、今回の実験条件においても epsB および tasA の発現を正に制御している

と考えられる。YufM は、2 成分制御系に属する転写因子であり、生育環境中の

リンゴ酸の存在により活性化されることが知られている (Tanaka et al., 2003) 。

このことから、LB 培地中に含まれるリンゴ酸により、YufM が活性化されてい

ると考えられる。α-CTD の欠損は、これらの転写因子による正の転写制御を阻

害していると考えられる。興味深いことに、タイプ T3 には、前述した、YycF に

より転写が直接抑制される yoeB および wapA が含まれている。これらの遺伝子

は、すでに述べた通り、UP エレメントによる発現の促進を受けている可能性が

高い。α-CTD は、YycF の負の制御に対し、UP エレメントと相互作用し、転写

促進することで競合的に機能し、転写を一定に保っていると考えられた。さらに

興味深いことに、タイプ T3 には、xpt が含まれている。xpt には、UP エレメン

トと重なる位置に、PurR が結合することが知られている(Sierro et al., 2008)。こ

のことは、UP エレメントに競合する形で、PurR が結合し、α-CTD と UP エレ

メントとの相互作用を阻害することで、発現を抑制している可能性を示唆して

いる。これらの結果は、α-CTD が、正の転写因子あるいは UP エレメントとの

相互作用を介して遺伝子発現を正に制御していること、さらには、転写を正に制

御することで、転写抑制因子による転写抑制に対して競合的に作用しているこ

とを示唆している。 
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図３．１３ 野生型 RpoA 発現株（SMS08株）と比較し変異型 RpoA 発現株（SMS09株）で発現レベルの

低下した遺伝子について、タイム 0からタイム 3までの変化をグラフにし、3 つのカテゴリに分類した 

タイプ T1：タイム 0 で発現しており、キシロース培地における培養開始後 1 時間（タイム 1）で一時的に

抑制されるが、野生型 RpoA を持つ SMS08 株では発現レベルが回復し、変異型 RpoA を持つ SMS09 株で

は発現レベルが回復しない遺伝子群。（例：srfAA） 

タイプ T2：タイム 0 では発現レベルが低く、タイム 1 以降 RpoA を持つ SMS08 株では発現レベルが上昇

し、変異型 RpoAを持つ SMS09 株では発現レベルが上昇しない遺伝子群。（例：mtlA） 

タイプ T3：RpoA を持つ SMS08 株では発現レベルが一定に保てるが、変異型 RpoA を持つ SMS09 株では

タイム 1以降、発現レベルが低下する遺伝子群。（例：wapA） 

青線：野生型 RpoA発現株（SMS08 株)、赤線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株) 
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Ⅲ．３ ChAP-chip 解析 

Ⅲ．３.１ 変異型 RpoA を組み込んだ RNAP は転写伸長複合体を形成できる 

 本章までに、枯草菌細胞内で、C 末端領域を欠損した変異型 RpoA を組み込ん

で RNAP 複合体が形成されること、複合体を形成した株では、多くの遺伝子の

転写に変化が生じることを明らかにした。しかしながら、変異型 RpoA を組み込

んだ RNAP の DNA 結合能が低下するような場合、トランスクリプトーム解析で

観察された転写活性の低下は、変異型 RpoA を組み込んだ RNAP 複合体が転写

活性を持たないためである可能性があり、その場合トランスクリプトーム解析

の結果は、α-CTD の機能欠損を反映した結果とは言えない。そこで、変異型 RpoA

を組み込んだ RNAP 複合体が、プロモーターを認識し、転写を開始、伸長させ

る能力があるかどうかを、転写クロマチン免疫沈降法（ChAP-chip 法）により解

析した。 

解析には、トランスクリプトーム解析に用いた C 末端にヒスチジンを融合し

た RpoC(RpoC-His)を発現し、同時に、野生型 RpoA あるいは変異型 RpoA をキ

シロース誘導により発現できる SMS08 株と SMS09 株、さらに、C 末端にヒスチ

ジンを融合した野生型 RpoA(野生型 RpoA-His)および変異型 RpoA(変異型 RpoA-

His)をキシロース誘導により発現する SMS18 および SMS19 株を用いた（Ⅲ．

１．１ 菌株の構築参照）。菌株の培養は、トランスクリプトーム解析の結果と

比較するため、トランスクリプトーム解析に使用した条件と、完全に同一の条件

で行った。すなわち、IPTG を添加した LB 培地で全培養した後、キシロース添

加の LB 培地に培地変換を行い、その後 3 時間、キシロース存在下で培養した

後、菌株を回収した。回収した菌株からの RNAP - DNA 複合体の精製は、RNAP

の主要なサブユニットである RpoC、および野生型 RpoA と変異型 RpoA の C 末

端に融合したヒスチジンタグを利用したアフィニティー精製により、すでに報

告されている ChAP-chip 解析と同様の方法で行った（Ⅱ．２．５参照 Ishikawa 

et al.,2007）。 

ChAP-chip の結果を（図３．１４）（図３．１５）（図３．１７）（図 S３．１,

２,３,４,５,６,７,８及び９）（図 S４）に示す。遺伝子領域に対する RNAP の結合

強度を用いた散布図を（図３．１４）に示す。SMS08 株および SMS09 株におけ

る RNAP 結合強度の相関は高く（図３．１４）、2 回の繰り返し実験において、

相関係数はどちらも、0.9 以上であった。加えて、野生型 RpoA-His 発現株およ

び変異型 RpoA-His 発現株を用いた ChAP-chip 解析の結果から、野生型 RpoA と

変異型 RpoA の結合も、2 回の繰り返し実験における相関係数が 0.96 以上であ

り、高い相関を示すことが明らかとなった(図３．１５)。実際に、RpoA および

RpoC の結合分布を見ると、野生型、変異型 RpoA 発現株における RpoA および

RpoC の結合強度は、遺伝子コード領域と重なる形で強まることから（図３．１
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７．A）、変異型 RpoA を組み込んだ RNAP が、プロモーターに結合し、転写を

開始して、伸長する能力があることが明らかとなった。 

 

図３．１４ RpoC-His を用いた、野生型 RpoA 発現株（SMS08 株）と変異型 RpoA 発現株（SMS09 株）

の ChAP-chip 解析  

実験 1 回目（Exp.1）および 2 回目(Exp.2)の相関係数をそれぞれのパネル（ｒ）に示した。 

各スポットは遺伝子毎の RNAP の結合強度を示す。トランスクリプトーム解析において、野生型 RpoA発

現株に比べて変異型 RpoA発現株における発現が上昇した遺伝子を赤、減少した遺伝子を青で示す。 
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図３．１５ RpoA-His を用いた、野生型 RpoA-His 発現株（SMS18 株）と変異型 RpoA-His 発現株（SMS19

株）の ChAP-chip 解析 

実験 1 回目（Exp.1）および 2 回目(Exp.2)の相関係数をそれぞれのパネル（ｒ）に示した。 

各スポットは遺伝子毎の結合強度を示す。 
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Ⅲ．３. ２ トランスクリプトーム解析により決定された発現低下・増加は、

実際の RNAP の結合減少、あるいは増加を反映している 

 前項で、変異型 RpoA を組み込んだ RNAP 複合体が、多くの遺伝子領域にお

いて、転写伸長活性を有していることを示した。発現が低下（発現低下遺伝子）

あるいは増加（発現増加遺伝子）したとされた遺伝子において、実際の RNAP 結

合強度がどのようになっているかを検討した(図３．１６)。変異型 RpoA 発現株

および野生型 RpoA 発現株における RNAP 結合強度を用いた散布図を用い、ト

ランスクリプトーム解析により決定した、変異型 RpoA 発現株における転写が

低下あるいは増加した遺伝子を青点（発現低下遺伝子[表３．１参照]）、および

赤点（発現増加遺伝子[表３．２参照]）で示すと（図３．１６．A）、分布の傾向

は、発現低下遺伝子は低く、発現増加遺伝子は高まる傾向にあった。実際に、変

異型 RpoA 発現株および野生型 RpoA 発現株における遺伝子コード領域に対す

る RNAP の結合強度は、遺伝子全体では有意な違いは見られないが、発現低下

遺伝子群、および発現増加遺伝子群においては、統計的に有意な差が存在した 

(図３．１６．B, p < 0.01 [Mann-Whitney 検定])。このことは、トランスクリプト

ームにより検出された発現低下および発現増加は、実際に RNAP の結合の変化

を反映したものであることが示唆している。 
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図３．１６ RpoC-His を用いた SMS08株（野生型 RpoA）と SMS09株（変異型 RpoA）の ChAP-chip解

析と箱髭図 

A.（図３．１４, Exp.1 と同じ） 

B.RNAP の相対的な比較【相対値＝[変異型 RpoA発現株(SMS09 株)の RNAP 結合強度] / [野生型 RpoA発

現株(SMS08 株)の RNAP 結合強度]】を表した箱髭図。3つの遺伝子群はそれぞれ左から、全遺伝子、トラ

ンスクリプトーム解析において発現が減少した遺伝子、発現が上昇した遺伝子として抽出された遺伝子。

アスタリスクはそれぞれの組み合わせが統計的に有意であることを示す(p < 0.01) 
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Ⅲ．３. ３ 変異型 RpoA 発現株における RNAP の結合強度が低い遺伝子の解析 

 本研究の主眼は、α-CTD の細胞内での役割にあることから、変化した遺伝子

数が多く、転写制御因子等の解析から、多くの情報を獲得できる可能性が高い、

変異型 RpoA 発現株で、転写が減少、あるいは RNAP の結合が低下した遺伝子

に注目し、さらに解析を進めることにした。 

RNAP の結合強度が変異型 RpoA 発現株（SMS08 株）で著しく減少した遺伝

子がどのような遺伝子化を解析するため、野生型 RpoA 発現株に対して、変異型

RpoA 発現株における RNAP(RpoC)の結合強度が低い、上位 50 の遺伝子を抽出

した。本解析では、再現性が高い遺伝子を選択するため、2 回の繰り返し実験そ

れぞれにおいて、変異型 RpoA 発現株における RNAP(RpoC)の結合強度が最も低

い遺伝子から、結合強度が低い遺伝子順に順位をつけ、2 回の実験における順位

の平均を計算し、平均順位の高いものから 50 遺伝子を選んだ(表３．１０)。 

まず最初に、50 遺伝子の中で、トランスクリプトーム解析で決定した発現低

下遺伝子と重なる遺伝子を探索した。その結果、4 個の転写に含まれる 10 個の

遺伝子（srfAA-AB-AC-AD, mtlAD, mtnKA, rapA-phrA）を見出した(表３．１０．遺

伝子名を青字で表示)。さらに、リボソームサブユニット遺伝子に対する RNAP

の結合が、変異型 RpoA 発現株で低下していた(表３．１０．黄字)。RNAP の結

合は、15 のリボソームサブユニットをコードする遺伝子をコードする領域で、

変異 RpoA 発現株特異的に大きく低下していた（図 S３．８）。この領域には、

15 の生育に必須な遺伝子（12 のリボソームサブユニット遺伝子を含む）が含ま

れている。 
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表３．１０ ChAP-chip解析にて、変異型 RpoA の組み込まれた RNAP により RNAP の結合が減少した

遺伝子上位 50   

 

 結合強度 (ChAP/sup.)b 

相対値 c         

(野生型／変異

型） 

相対値（log2）         

(野生型／変異

型） 

RNAP 結合強

度の順位 
  

遺
伝
子
名

a 

野
生
型

 
R
poA

 
 
（実

験
１
） 

 野
生
型

 
R
poA

 
 
（実

験
2） 

変
異
型

 
R
poA

 
 
（実

験
１
） 

 変
異
型

 
R
poA

 
 
（実

験
2） 

実
験
１

 

実
験
２

 

実
験
１

 

実
験
２

 

実
験
１

 

実
験
２

 

両
実
験
の
順
位
の
平
均
値

 

順
位

d 

srfAA 1.9 0.52 1.28 0.52 0.27 0.41 -1.87 -1.30 1 1 1 1 

srfAB 1.7 0.51 1.22 0.5 0.30 0.41 -1.74 -1.29 2 2 2 2 

srfAC 1.58 0.5 1.13 0.5 0.32 0.44 -1.66 -1.18 3 3 3 3 

srfAD 1.45 0.54 1.04 0.51 0.37 0.49 -1.43 -1.03 5 4 4.5 4 

mtlA 1.97 0.68 1.19 0.69 0.35 0.58 -1.53 -0.79 4 6 5 5 

treP 1.49 0.69 1.28 0.72 0.46 0.56 -1.11 -0.83 7 5 6 6 

mtlD 1.72 0.65 1.22 0.72 0.38 0.59 -1.40 -0.76 6 7 6.5 7 

rpmD 3.38 1.68 3.07 1.83 0.50 0.60 -1.01 -0.75 12 8 10 8 

glpF 1.39 0.68 1.14 0.72 0.49 0.63 -1.03 -0.66 10 11 10.5 9 

glpD 1.37 0.72 1.29 0.79 0.53 0.61 -0.93 -0.71 13 10 11.5 10 

cspB 4.57 2.17 3.08 2 0.47 0.65 -1.07 -0.62 9 15 12 11 

cwlO 3.3 1.81 2.45 1.58 0.55 0.64 -0.87 -0.63 18 13 15.5 12 

rpmGA 3.23 1.83 3.2 2.05 0.57 0.64 -0.82 -0.64 21 12 16.5 13 

rplV 4.48 2.49 3.17 2.1 0.56 0.66 -0.85 -0.59 20 17 18.5 14 

gapA 1.86 1.01 1.31 0.88 0.54 0.67 -0.88 -0.57 16 21 18.5 15 

trpP 1.3 0.77 1.14 0.74 0.59 0.65 -0.76 -0.62 32 14 23 16 

rplF 3.57 1.77 2.23 1.57 0.50 0.70 -1.01 -0.51 11 35 23 17 

treA 0.95 0.56 0.9 0.61 0.59 0.68 -0.76 -0.56 29 23 26 18 

rplX 3.41 1.84 2.22 1.57 0.54 0.71 -0.89 -0.50 15 37 26 19 

mtnA 1.03 0.62 0.96 0.64 0.60 0.67 -0.73 -0.58 36 18 27 20 

rplL 3.64 2.17 2.49 1.74 0.60 0.70 -0.75 -0.52 34 34 34 21 

rpsE 3.9 2.13 2.44 1.8 0.55 0.74 -0.87 -0.44 17 56 36.5 22 

rpsT 2.44 1.52 2.16 1.46 0.62 0.68 -0.68 -0.57 52 22 37 23 
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glpK 1.14 0.71 1.02 0.71 0.62 0.70 -0.68 -0.52 51 31 41 24 

rpsC 4.77 2.73 2.91 2.15 0.57 0.74 -0.81 -0.44 24 58 41 25 

deoC 1.11 0.66 0.95 0.7 0.59 0.74 -0.75 -0.44 33 54 43.5 26 

odhB 1.07 0.68 1.09 0.76 0.64 0.70 -0.65 -0.52 57 33 45 27 

rplP 4.68 2.77 3.04 2.25 0.59 0.74 -0.76 -0.43 30 60 45 28 

odhA 1.05 0.66 0.98 0.69 0.63 0.70 -0.67 -0.51 55 36 45.5 29 

xylB 1.34 0.84 1.35 0.96 0.63 0.71 -0.67 -0.49 54 39 46.5 30 

cggR 1.81 1.2 1.56 1.07 0.66 0.69 -0.59 -0.54 68 27 47.5 31 

secY 3.21 1.88 2.02 1.51 0.59 0.75 -0.77 -0.42 27 69 48 32 

rplT 2.99 1.58 1.96 1.49 0.53 0.76 -0.92 -0.40 14 82 48 33 

mtnK 1.06 0.71 1.07 0.73 0.67 0.68 -0.58 -0.55 73 26 49.5 34 

qoxD 1.66 1.01 1.11 0.83 0.61 0.75 -0.72 -0.42 40 71 55.5 35 

xylA 1.41 0.94 1.46 1.04 0.67 0.71 -0.58 -0.49 71 42 56.5 36 

rapA 1.78 1.08 1.68 1.27 0.61 0.76 -0.72 -0.40 38 77 57.5 37 

mapA 3.57 1.97 2.28 1.75 0.55 0.77 -0.86 -0.38 19 96 57.5 38 

treR 1.03 0.73 1.09 0.73 0.71 0.67 -0.50 -0.58 99 20 59.5 39 

sigX 1.49 1.01 1.47 1.05 0.68 0.71 -0.56 -0.49 76 43 59.5 40 

adk 2.97 1.84 2.01 1.51 0.62 0.75 -0.69 -0.41 48 72 60 41 

ypzK 1.42 1 1.38 0.96 0.70 0.70 -0.51 -0.52 95 30 62.5 42 

rpsH 3.17 1.8 1.99 1.54 0.57 0.77 -0.82 -0.37 23 104 63.5 43 

rplR 3.4 1.93 2.14 1.66 0.57 0.78 -0.82 -0.37 22 106 64 44 

rpsK 3.73 2.46 2.67 1.99 0.66 0.75 -0.60 -0.42 67 66 66.5 45 

ackA 1.49 1.05 1.35 0.96 0.70 0.71 -0.50 -0.49 96 40 68 46 

rplQ 1.74 1.25 1.56 1.07 0.72 0.69 -0.48 -0.54 109 28 68.5 47 

mtlF 1.54 0.73 1.08 0.85 0.47 0.79 -1.08 -0.35 8 140 74 48 

atpB 2.12 1.43 1.64 1.24 0.67 0.76 -0.57 -0.40 75 78 76.5 49 

rplE 3.56 2.16 2.31 1.8 0.61 0.78 -0.72 -0.36 39 115 77 50 

a: 発現量の変化した遺伝子名、青字はトランスクリプトーム解析でも発現量が減少した遺伝子、黄色はリ

ボソームサブユニット遺伝子。 

b: 再現性を見るために同一条件で２回の実験を行った。それぞれを実験 1、実験 2 とし、本表に記述し

た。 

c:野生型 RpoA発現株と変異型 RpoA発現株の間で、RNAP の結合力を比較した。 

d:結合力の差について減少量の大きい順番で順位を付けた。実験 1 と実験 2 の順位を平均し、総合の順位

を決定した。  
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Ⅲ．３. ４ 変異型 RpoA 発現株で RNAP 結合強度が大きく減少した遺伝子の結

合プロファイルの特徴 

 これまでの解析から、特定の遺伝子におけるRNAPの結合強度が、変異型RpoA

発現株で低下していることが明らかになった。このことは、変異型 RpoA 発現株

では、α-CTD が、転写開始効率、転写伸長効率、あるいは転写開始複合体から転

写伸長複合体への変換に関わっており、その欠損により、それらの効率が大きく

低下している可能性があることを示している。そこで、RNAP の結合強度が、変

異型 RpoA 発現株で低下している 50 遺伝子について、結合プロファイルを詳細

に観察したところ、変異型 RpoA 発現株における RNAP 結合強度が大きく減少

した 50 遺伝子を（前項参照）2 つのタイプに分類できることが明らかとなった。 

タイプ C1 は、srfAA や odhAB に代表される結合プロファイルである（図３．

１７．B．レーン 1 とレーン 2）（図 S３．１および２）。変異型 RpoA 発現株で

は、これらの遺伝子の遺伝子コード領域のRNAP結合シグナルのみが減少する。

このとき、プロモーター領域（あるいはプロモーター近傍）の RNAP 結合シグ

ナルは、維持され、ピークとなる。この特徴から、これらの遺伝子は、1) RNAP

がプロモーターを認識する際に α-CTD を必要としない。2) 結合した RNAP の

開始複合体から転写伸長複合体への変換あるいは、プロモーターのすぐ下流に

存在するポーズシグナル、あるいは停止シグナルでの RNAP の停滞を解消に、

α-CTD が必要とされると考えられた。 

タイプ C2 は、変異型 RpoA 発現株で、プロモーター領域、コード領域の双方

で、RNAP 結合シグナルが減少する（図３．１７．C．レーン 1 とレーン 2）（図

S３．３,４,５,６,７,８及び９）。このことは、タイプ 2 に分類される遺伝子では、

RNAP がプロモーター認識し、結合する際に、α-CTD を必要とすると考えられ

た。 

 また、いずれのタイプにおいても野生型 RpoA-His 発現株と変異型 RpoA-His

発現株の結合パターン（図３．１７．レーン 3 とレーン 4）はほぼ同一であ

り、これは RpoA-His の散布図の結果（図３．１５）とも一致した。 
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図３．１７ ChAP-chipの結合パターンによる分類 

A．変異型 RpoA 発現株と野生型 RpoA 発現株における RNAP の結合プロファイルが大きく変化しない遺

伝子。 B．タイプ C1 の結合パターン。 C．タイプ C2 の結合パターン。 

五角形の矢印は遺伝子を示す。黒い五角形の矢印群は 1 セットのオペロンである。遺伝子上部に描かれた

矢印はプロモーターを示す。それぞれの青の縦線は RNAP 結合のシグナル強度 (ChAP / sup.) で、プロ

ーブの設計された位置に表示した。野生型 RpoA 発現株における RpoCHis の結合プロファイルをレーン
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1 に、変異型 RpoA 発現株における RpoCHis の結合プロファイルをレーン 2 に、野生型 RpoA 発現株に

おける RpoAHis の結合プロファイルをレーン 3 に、変異型RpoA 発現株における RpoAHis の結合プロ

ファイルをレーン 4 に、それぞれ示した。 
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Ⅳ．考察 

 本研究では、枯草菌の細胞内における RNAP を構成するサブユニットの一つ

αサブユニット ( RpoA ) の C 末端領域 (α-CTD ) の機能解析を行った。私は、

αサブユニットをコードする rpoA は必須遺伝子であり、α-CTD も生育に必須で

あることが示唆されているため(Zhang et al., 2006)、単純に α-CTD を欠失させた

変異体を作成することは難しいと考えた。そこで、IPTG による誘導で発現させ

た野生型 RpoA で生育し、その後、キシロースによる誘導で変異型 RpoA に発現

を切り替えることが可能な枯草菌株を作成した。この株を、IPTG を含まず、キ

シロースのみを含む LB プレートに塗布し、その生育を観察したところ、変異型

RpoA をキシロース依存的に発現させる株は生育できず、他方、野生型 RpoA を

キシロース依存的に発現させる株は生育できることから、α-CTD が枯草菌の生

育に必須であることが強く示唆された。一方、前培養として、IPTG を添加した

LB 培地（液体培地）で培養後、培地を変換して、キシロースのみを含む LB 培

地で培養した場合には、変異型 RpoA 発現株では、キシロースを用いた培養開始

後 6 時間の間は増殖が観察された。生育速度は、野生型 RpoA をキシロース誘導

により発現させる株よりは遅かったものの、RpoA を発現しない株が増殖しない

ことから、変異型 RpoA のみが発現する状態でも、少なくとも 6 時間は、枯草菌

の生育が持続することが確認された。RNAP 複合体を精製し、複合体を構成する

サブユニットを詳細に解析したところ、キシロースのみを含む LB 培地で変異型

RpoA 発現株(SMS09 株)を培養した場合、培地変換後 3 時間で RNAP に含まれる

野生型 RpoA の 60 から 70 パーセントが変異型 RpoA に置き換わることが明ら

かとなった。この培養条件を用いることで、変異型 RpoA 発現株で、α-CTD の細

胞内での機能を解析した。 

 

 トランスクリプトーム解析および ChAP-chip 解析の結果から、枯草菌細胞内

での α-CTD の最も重要な機能は、プロモーターでの転写活性化であることが示

された。本解析では、α-CTD との相互作用が知られているクラスⅠ型の転写活

性化因子が機能するプロモーターをもつ遺伝子の発現が、変異型 RpoA を発現

する株で低下することが確認されている。実際に、srfA プロモーターでは α-CTD

と二成分制御系の転写活性因子 ComA が相互作用して転写を活性化している

(Zhang et al., 2006)。他方、本研究で同定された発現低下遺伝子の中には、そのプ

ロモーターの上流に、ComA、YufM、RemA および ManR の結合領域が存在して

いた。rapA プロモーター、rapC プロモーター上流には、ComA 結合領域が存在

することが報告されている(Mueller et al., 1992; Lazazzera et al., 1999; Bongiorni  et 

al., 2005)。maeN プロモーターの上流には、YufM が相互作用する領域が存在し
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ている(Tanaka et al., 2003)。manP と manR プロモーター上流には、ManR が結合

する領域が存在している(Wenzel et al., 2013)。eps と yqxM プロモーター上流に

は、RemA が結合する領域が存在することが知られている(Winkelman et al., 2013)。

また、結合領域は知られていないが、mtlA 遺伝子の発現は、MtlR により活性化

される(Bouraoui et al., 2013)。また、cwlO 遺伝子の RNAP の結合は、変異型 RpoA

発現株では低下するが、cwlO のプロモーター領域には、YycF が結合することが

知られている(Salzberg et al., 2013)。上述した遺伝子のうち、srfA、rapA、rapC、

maeN、manR、manPA、eps、ywxM および cwlO のプロモーターでは、-35 領域よ

り上流、転写開始点から 60bp から 80 bp 上流の少なくとも一部を含んだ領域

に、転写活性化因子が結合することが明らかになっている。この領域への結合は、

クラスⅠ型の転写活性化因子が α-CTD と相互作用し、転写を活性化するために

必要である（Browning et al, 2004）。したがって、これらのプロモーターでは、ク

ラスⅠ型の転写活性化因子と α-CTD との相互作用を介して、転写が活性化され

ている可能性が高い。実際に、トランスクリプトームにより決定された発現低下

遺伝子の時系列的な転写プロファイルを確認したところ、グルコース飢餓によ

り活性化される ComA および ManR に制御される遺伝子は、キシロースを添加

した培地での変換直後には発現が一時的に低下するものの、LB 培地での 2 時間

以上の培養後、発現が誘導された。一方で、その発現誘導は、変異型 RpoA 発現

株では見られなかった。このことは、LB 培地を用いた培養の時間経過と共に活

性化された ComA および ManR による遺伝子の発現誘導に、α-CTD が必要とさ

れていることを強く示唆している。他方、RemA は LB 培地で活性化しているこ

とがすでに報告されている ( Winkeiman et al., 2013 ) 。また、YufM は LB 培地中

に存在する C4 糖により、本解析条件でも転写が活性化している可能性が高い 

( Tanaka et al., 2003 ) 。このことから、本解析条件では、RemA および YufM によ

り転写が活性化される遺伝子の発現は、IPTG およびキシロースを添加した LB

培地による培養を通して、一定であると考えられた。実際に、野生型 RpoA 発現

株における、それらの遺伝子の発現は、時系列を通して一定であった。一方で、

変異型 RpoA 発現株では、RNAP 中の野生型 RpoA の減少に呼応して、RemA お

よびYufMに制御される遺伝子の発現が低下した。このことから、α-CTDはRemA

および YufM による転写促進に関しても重要な役割を果たしている可能性が高

い。また、いくつかの発現低下遺伝子のプロモーターには、転写抑制因子の結合

領域が、重なって存在していた。これらの遺伝子の中には、wapA、 yoeB (iseA)

が存在していた 。これらの遺伝子は、ChIP-chip 解析により YycF がプロモータ

ーに強く結合し、発現を制御することが報告されている（Salzberg et al., 2013）。

興味深いことに、変異型 RpoA 発現株では、yoeB や wapA の発現は低下する。こ

れらの遺伝子では、α-CTD が転写の活性化に寄与している可能性が高い。α-CTD
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の転写活性化には、転写活性化因子がプロモーターの-35 領域より上流に結合し

α-CTD と相互作用するか、転写開始点上流 41bp から 57bp の領域に存在する UP 

エレメントと α-CTD が相互作用する必要がある。上述した転写活性化因子によ

り制御されるプロモーターとは対照的に yoeB や wapA のプロモーター上流領域

には、クラスⅠ型の転写活性化因子の結合領域の存在は報告されていない。一方

で、yoeB と wapA のプロモーター上流配列を解析したところ、 UP エレメント

に類似した配列をもつことが判明した。そこで、今回の解析により決定された、

発現低下遺伝子あるいは、RNAP 結合が減少する遺伝子の多くが、UP エレメン

トに依存して転写を促進するプロモーターであるならば、これらの遺伝子の上

流（転写開始点上流の 57bp から 38bp）の領域には、UP エレメントが保存され

ている可能性があると考え、枯草菌の転写開始点を網羅的に決定した報告に基

づき（Irnov et al., 2010）、枯草菌の転写開始点上流の 57bp から 38bp の配列を枯

草菌ゲノム配列中から抽出し、各ポジションにおける塩基頻度を観察した（図４．

１）。興味深いことに、発現低下遺伝子あるいは、RNAP 結合が減少する遺伝子

の転写開始点上流、57bp から 38bp には、phased A-tract と呼ばれる AT に富む配

列が保存されていた。保存されている配列は、２つの領域に分かれており、それ

ぞれ、すでに報告されている UP エレメントの proximal 配列および distal 配列

（Gourse et al., 2000）の存在する位置に検出された。一方、この保存性は、発現

低下遺伝子あるいは、RNAP 結合が減少する遺伝子以外の遺伝子では大きく低

下することから、発現低下遺伝子あるいは、RNAP 結合が減少する遺伝子には、

UP エレメントが存在することが明らかとなった。さらに、yoeB および wapＡも

分類された時系列転写プロファイルによる発現低下遺伝子の分類におけるタイ

プ 3 型遺伝子には、xpt が存在していた。この遺伝子のプロモーター上流（転写

開始点上流の 97bp から 45bp）には、PurR と呼ばれる転写抑制因子の結合領域

が存在し、PurR は xpt の発現を負に制御することが知られている(Sierro et al., 

2008)。このことは、PurR が、xpt のプロモーター上流に存在する UP エレメン

トに代表される、α-CTD との相互作用を介して転写を促進するプロモーター上

流の配列に結合し、α-CTD と上流配列の相互作用を阻害することで、転写抑制

をしている可能性があることを示唆している。これらの解析結果をそ総合する

と、α-CTD は、1) クラスⅠ型の転写活性化因子に依存した転写の促進に寄与し

ている。2) UP エレメントと相互作用して転写を促進することで、プロモーター

に結合した転写抑制因子と競合し、転写を一定に保つことに寄与している。3)  

UP エレメントと相互作用する転写抑制因子と競合することで転写制御に寄与

している。ことが示された（図４．２）。 
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図４．１ 変異型 RpoA 発現株（SMS09株）で転写レベルの減少した遺伝子のプロモーターの解析 

転写開始点（TSS）のデータは Irnov らのデータを参考にした（Irnov et al.,2010）。 

それぞれのプロモーターについて転写開始点から数えて-38 から-57bpまでの DNA配列を使用した。塩基

の頻度は weblogo(http://weblogo.threeplusone.com/)を用いて解析した。 

A.本研究の ChAP-chip 解析にて転写レベルの低下した遺伝子と一致した 25個のプロモーター(cggR, cspB, 

cwlO, deoC, glpD, glpF, odhA, rapA, rpmGA, rpsT, srfAA, trpP, ypzK, comQ, pel, rapC, spo0E, wapA, xpt, yrhP, 

ywsB, iseA, yisT, yuiF, yxbC)。 

B.Aに用いたプロモーター以外の 575 個。 
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図４．２ 枯草菌細胞内における α-CTD の機能のモデル 

α-CTD は、UP エレメントや転写活性化因子との相互作用により転写活性に寄与している。一方で、転写

抑制においては、UP エレメントや転写活性化因子と転写抑制因子との相互作用により拮抗状態を維持し

ている。 

 

 

 

 その一方で、本解析では、α-CTD が、転写の一時停止や転写終結に関与する証

拠を見つけることは出来なかった。大腸菌において NusA は α-CTD や RNA と

相互作用し、転写伸長に制御に関与するが(Liu et al., 1996; Schweimer et al., 

2011)、枯草菌の NusA にはこのドメインは存在しない。枯草菌の α-CTD は、少

なくとも、NusA と相互作用して転写伸長を制御することはないのかもしれない。 

 

 RNAP の ChAP-chip 解析の結果は、α-CTD が転写開始の制御を、複数の段階

で行っていることを示した（図４．３）。すなわち、1）プロモーター認識後、転

写伸長複合体の形成もしくは転写開始複合体の安定化に関与する。2）RNAP の

プロモーター部位へのリクルートに関与する。1)に関しては、本研究の結果のみ

では、プロモーター認識後、転写開始点近傍での、転写の停滞や終結に α-CTD

が係る可能性を排除できない。しかしながら、これまでに報告されている結果を

考慮すると、転写開始に寄与している可能性が高い。大腸菌では、転写活性化因

子である CRP が、プロモーター malT, lac, gal における転写開始複合体形成を

促進する。興味深いことに、CRP が無い場合、 malT では転写伸長複合体を形

成する能力のない RNAP-プロモーター複合体が形成される。一方、lac, gal プ
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ロモーターでは、転写伸長複合体を形成する能力がある RNAP-プロモーター複

合体の形成が低下する(Tagami et al.,1998)。変異型 RpoA を発現する枯草菌の

内部では、タイプ C1 に分類されるような遺伝子のプロモーターでは、RNAP は

プロモーターに結合するものの、転写伸長複合体は形成されないのかもしれな

い。一方、タイプ C2 遺伝子のプロモーターでは、RNAP とプロモーターとの結

合が促進されないことが想定される。この促進は、UP エレメントおよびクラス

Ⅰ型の転写活性化因子の機能としてよく知られている(Browing et al., 2004)。 

 

 
図４．３ α-CTDは枯草菌ゲノムにおいて、転写開始の制御を、複数の段階行っている 

タイプ C1：プロモーター認識後、転写伸長複合体の形成もしくは転写開始複合体の安定化に関与する。 

タイプ C2：RNAP のプロモーター部位へのリクルートに関与する。 

  

 

興味深いことに、本解析で示された ChAP-chip 解析とトランスクリプトーム

解析では、本来大きく重なるはずの変異型 RpoA の発現により、転写レベルの

減少する遺伝子と RNAP の結合量が大きく減少する遺伝子の間に、大きな違い

が観察された。この理由として、トランスクリプトーム解析で検出するシグナル

はそれぞれの遺伝子から転写された RNA の総量であり、細胞内に蓄積された全

ての RNA を検出してしまう一方、ChAP-chip 解析では、遺伝子のコード領域

に結合し、各サンプリング時間において、まさに転写中の RNAP を測定するた

め、トランスクリプトーム解析には反映された蓄積した RNA 量は反映されず、
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実際の転写活性のみを検出していることが考えられた。興味深いことに、ChAP-

chip 解析で、RNAP の結合レベルが変異型 RpoA 発現株において大きく減少し

た遺伝子をトランスクリプトーム解析の結果を元にした、散布図上に表示する

と、シグナルが高い（RNA 量が比較的高い）遺伝子に集中することが明らかと

なった(図４．４)。これは、トランスクリプトーム解析では、蓄積した RNA に

より発現量の高い遺伝子の発現の変化が検出しにくいことを示唆している。ま

た、ChAP-chip とトランスクリプトームとの結果の違いは、ChAP-chip 解析は

トランスクリプトーム解析に比べて、バックグラウンドノイズが非常に高く、転

写レベルが低い遺伝子への RNAP の結合の検出が難しいことも、大きな要因に

なっていると考えられる。このようなトランスクリプトームと ChAP-chip 解析

の違いがあることから、ChAP-chip およびトランスクリプトーム解析を同時に

行った本解析は、トランスクリプトームあるいは ChAP-chip 解析を単独で行う

解析よりも、より網羅的に α-CTD 依存的に発現する遺伝子を決定可能であった

と考えている。 

 

 

 

図４．４ トランスクリプトーム解析と ChAP-chip 解析の比較 

トランククリプト-ム解析（タイム３）の散布図に ChAP-chip 解析にて転写レベルの減少した遺伝子を

表示した。 

灰色：トランスクリプトーム解析の散布図 

青：ChAP-chip 解析にて転写レベルが減少した遺伝子 

 

  

 本解析で決定した α-CTD 依存的な発現を示す遺伝子の機能を（表４．１）に

示す。興味深いことに、多くの遺伝子は、炭素源の代謝、枯草菌の対数増殖期か
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ら定常期への移行、あるいはリボソームに関連するような機能に関連する多く

の遺伝子を制御していた（表４．２; utilization of secondary carbon source, 

transition state response, ribosome synthesis 参照）（表４．３）。このうち、翻

訳に関連するような機能および炭素源の代謝に関する遺伝子の発現制御は、大

腸菌においても α-CTD 依存的であることが良く知られている  ( Blatter et 

al.,1994; Gourse et al., 2000; Gourse et al., 1996 )。一方で、序にも述べたように、

大腸菌と枯草菌の炭素源の代謝に関連する遺伝子の発現制御機構やリボソーム

遺伝子の発現制御機構は大きく異なることが知られている。この事実は、α-CTD

は、異なる細菌種においても、炭素源の利用を始め、共通した生命現象に関連す

る機能を制御している一方で、その標的遺伝子や、転写制御の方法には、多様性

も持つことを強く示唆している。 
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表４．１ 変異型 RpoA 発現株にて、発現量が低下もしくは RNAP の結合力が低下した遺伝子（転写単

位）の数 

 

Functional category Transcriptomea ChAP-chipb Overlapc Totald 

Antibiotics related 2(2)   2(2) 

Cell wall metabolism 3(2) 1(1)  4(3) 

Membrane synthesis 1(1)   1(1) 

Methionine salvage 4(2) 2(1) 2(1) 4(2) 

Purine/pyrimidine 

metabolism 
1(1) 1(1)  2(2) 

Stress response 1(1) 2(2)  3(3) 

Transition state 

response 
13(8) 5(2) 5(2) 13(8) 

Utilization of secondary 

carbon sources 
16(7) 17(9) 2(1) 31(15) 

Energy production 0(0) 4(3)  4(3) 

Ribosomal synthesis 0(0) 17(5)  17(5) 

Undefined 12(12) 1(1)  13(13) 

Total 53(36) 50(25) 9(4) 94(57) 

 

a: トランスクリプトーム解析によって発現量の低下した遺伝子（転写単位）の数。 

b: ChAP-chip解析によってRNAPの結合力が低下した遺伝子（転写単位）の数。 

c: トランスクリプトーム解析にて発現量が低下し、かつChAP-chip解析でRNAPの結合力が低下した遺伝

子（転写単位）の数。 

d: それぞれの分類の遺伝子（転写単位）の合計数。 
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表４．２ 変異型 RpoA 発現株のトランスクリプトーム解析にて、発現量が低下した遺伝子（転写単位）

の数 

 

TUsa TFsb 
Functional 

category 
Gene 

Function and/or encoded 

proteinc 

srfAA-srfAB-
comS-srfAC-

srfAD 

ComA, 

PerR, 

CodY 

Transition 

state 

response 

srfAA Surfactin synthase subunit 1 

   srfAB Surfactin synthase subunit 2 

   comS Competence protein S 

   srfAC Surfactin synthase subunit 3 

   srfAD Surfactin synthase 

thioesterase subunit 

rapA-phrA ComA, 

(Spo0A) 

Transition 

state 

response 

rapA Response regulator aspartate 

phosphatase A 

rapC-phrC ComA, 

(CodY) 

Transition 

state 

response 

rapC Response regulator aspartate 

phosphatase C 

pel (ComA) Transition 

state 

response 

pel Pectate lyase 

comQX  Transition 

state 

response 

comQ Competence regulatory 

protein, ComQ 

spo0E  Transition 

state 

response 

spo0E Aspartyl-phosphate 

phosphatase, Spo0E 

eps RemA, 

SinR 

Transition 

state 

response 

epsA Similar to capsular 

polysaccharide biosynthesis 

protein 

   epsB Similar to capsular 

polysaccharide biosynthesis 

protein 

yqxM-sipW-tasA RemA, 

SinR, 

AbrB, 

(Spo0A) 

Transition 

state 

response 

tasA Spore coat-associated protein 

N 

manPA-yjdF ManR Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

manA Mannose-6-phosphate 

isomerase, ManA 
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   manP PTS system mannose-specific 

EIIBCA component 

manR ManR Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

manR Probable transcriptional 

regulator, ManR 

rbsRKDACB CcpA, 

AbrB 

Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

rbsC Ribose transport system 

permease protein, RbsC 

   rbsA Ribose import ATP-binding 

protein, RbsA 

   rbsR Ribose operon repressor 

mtlAFD (MtlR) Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

mtlA PTS system mannitol-specific 

EIICB component 

   mtlD Mannitol-1-phosphate 5-

dehydrogenase 

gamAP (YgaR) Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

gamA Probable glucosamine-6-

phosphate deaminase 2 

   gamP Putative PTS system 

glucosamine-specific EIICBA 

component 

gmuBACDREFG (CcpA), 

(GmuR) 

Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

gmuB Oligo-beta-mannoside-specific 

phosphotransferase enzyme 

IIB component 

   gmuA Oligo-beta-mannoside-specific 

phosphotransferase enzyme 

IIA component 

   gmuC Oligo-beta-mannoside 

permease IIC component 

   gmuD 6-Phospho-beta-glucosidase 

GmuD 

   gmuF Mannose-6-phosphate 

isomerase 

maeN YufM Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

maeN Na(+)-malate symporter 
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mtnKA  Methionine 

salvage 

mtnA Methylthioribose-1-phosphate 

isomerase 

   mtnK Methylthioribose kinase 

wapA-yxxG YycF Cell wall 

metabolism 

wapA Wall-associated protein 

   yxxG Uncharacterized protein YxxG 

yoeB YycF Cell wall 

metabolism 

yoeB Uncharacterized protein YoeB 

plsC  Membrane 

synthesis 

plsC 1-Acyl-sn-glycerol-3-

phosphate acyltransferase 

mtnWXBD  Methionine 

salvage 

mtnX 2-hydroxy-3-keto-5-

methylthiopentenyl-1-

phosphate phosphatase 

   mtnD Acireductone dioxygenase 

xpt-pbuX PurR Purine/ 

pyrimidine 

metabolism 

xpt Xanthine 

phosphoribosyltransferase 

lmrAB LmrA Antibiotics 

related 

lmrA HTH-type transcriptional 

regulator, LmrA 

sunS  Antibiotics 

related 

sunS SPBc2 prophage-derived 

glycosyltransferase, SunS 

ywsB  Undefined ywsB Cell wall-binding protein, 

YwsB 

ycxA  Undefined ycxA Uncharacterized MFS-type 

transporter, YcxA 

yokH  Undefined yokH SPBc2 prophage-derived 

uncharacterized protein, YokH 

clpE CtsR Stress 

response 

clpE ATP-dependent Clp protease 

ATP-binding subunit, ClpE 

yrkA  Undefined yrkA UPF0053 protein, YrkA 

yxzC  Undefined yxzC Uncharacterized protein, YxzC 

yxiG  Undefined yxiG Uncharacterized protein, YxiG 

yonR  Undefined yonR SPBc2 prophage-derived 

uncharacterized HTH-type 

transcriptional regulator, YonR 

yxiF  Undefined yxiF Uncharacterized protein, YxiF 

yrhP  Undefined yrhP Uncharacterized membrane 

protein, YrhP 

yfmQ  Undefined yfmQ Uncharacterized protein, 

YfmQ 
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yxzG  Undefined yxzG Uncharacterized protein, YxzG 

yxiJ  Undefined yxiJ Uncharacterized protein, YxiJ 

a: 転写単位(TUs)はDBTBSとBsubcycを参考にした(Sierro et al., 2008; Caspi et al., 2014)。 

b: 遺伝子の転写開始部位近傍で作用することが特定されている転写制御因子(TFs)。括弧内は遺伝子欠失

によって転写に影響を及ぼしたものであるが、結合部位は確認されていない。 

c: 遺伝子機能の情報。主にPanther database (http://www.pantherdb.org/)より得た。epsA と epsBについては

DBTBSより得た。plsCは枯草菌の生育に必須である。 
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表４．３ 変異型 RpoA 発現株の ChAP-chip解析にて、RNAP の結合力が低下した遺伝子（転写単位）の

数 

 

TUsa 

Transcr

-

iptomeb 

Regulatorc 
Functional 

category 
Gene 

Esse

-

ntiald 

Function and/or 

encoded protein e 

srfAA-srfAB-
comS-

srfAC-srfAD 

Y ComA, 

PerR, 

CodY 

Transition 

state 

response 

srfAA  Surfactin 

synthase subunit 

1 

 Y   srfAB  Surfactin 

synthase subunit 

2 

 Y   srfAC  Surfactin 

synthase subunit 

3 

 Y   srfAD  Surfactin 

synthase 

thioesterase 

subunit 

rapA-phrA Y ComA, 

(Spo0A) 

Transition 

state 

response 

rapA  Response 

regulator 

aspartate 

phosphatase A 

mtnKA  Y  Methionine 

salvages 

mtnA  Methylthioribose-

1-phosphate 

isomerase 

 Y   mtnK  Methylthioribose 

kinase 

mtlAFD  Y (MtlR) Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

mtlA  PTS system 

mannitol-specific 

EIICB component 

 Y   mtlD  Mannitol-1-

phosphate 5-

dehydrogenase 

    mtlF  PTS system 

mannitol-specific 

EIIA component 
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trePAR  (CcpA) Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

treP  PTS system 

trehalose-specific 

EIIBC component 

    treA  Trehalose-6-

phosphate 

hydrolase 

    treR  Trehalose operon 

transcriptional 

repressor 

cggR-gapA-
pgk-tpiA-
pgm-emo  

 (CcpA), 

CggR 

Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

cggR  Central glycolytic 

genes regulator 

    gapA  Glyceraldehyde-

3-phosphate 

dehydrogenase 1 

xylAB  CcpA, 

XylR 

Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

xylA  Xylose isomerase 

    xylB  Xylulose kinase 

ackA   Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

ackA  Acetate kinase 

glpFK   CcpA Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

glpK  Glycerol kinase 

    glpF  Glycerol uptake 

facilitator protein 

glpD   Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

glpD  Aerobic glycerol-

3-phosphate 

dehydrogenase 

trpP   Utilization of 

secondary 

carbon 

sources 

trpP  Probable 

tryptophan 

transport protein 
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infC-rplT 
(ribosomal 

protein gene 
cluster) 

  Ribosome 

synthesis 

rplT Y 50S ribosomal 

protein, L20 

rpsT 
(ribosomal 

protein gene 
cluster) 

  Ribosome 

synthesis 

rpsT  30S ribosomal 

protein, S20 

rpmGA 
(ribosomal 

protein gene 
cluster) 

  Ribosome 

synthesis 

rpmGA  50S ribosomal 

protein, L33 

rpsJ-rplQ 
(ribosomal 

protein gene 
clusters) 

  Ribosome 

synthesis 

rplV  50S ribosomal 

protein, L22 

    rpsC Y 30S ribosomal 

protein, S3 

    rplP Y 50S ribosomal 

protein, L16 

    rplX Y 50S ribosomal 

protein, L24 

    rplE Y 50S ribosomal 

protein, L5 

    rpsH Y RNA polymerase 

sigma-H factor 

    rplF Y 50S ribosomal 

protein, L6 

    rplR Y 50S ribosomal 

protein, L18 

    rpsE Y 30S ribosomal 

protein, S5 

    rpmD Y 50S ribosomal 

protein, L30 

    secY Y Protein 

translocase 

subunit, SecY 

    adk Y Adenylate kinase 
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    mapA Y Methionine 

aminopeptidase 1 

    rpsK Y 30S ribosomal 

protein, S11 

    rplQ Y 50S ribosomal 

protein, L17 

rplJ-rplL 
(ribosomal 

protein gene 
cluster) 

  Ribosome 

synthesis 

rplL Y 50S ribosomal 

protein, L7/L12 

cwlO  YycF Cell wall 

metabolism 

cwlO  Peptidoglycan 

DL-

endopeptidase, 

CwlO 

deoC   Purine/ 

pyrimidine 

metabolism 

deoC  Deoxyribose-

phosphate 

aldolase 

odhAB    Energy 

production 

odhA  2-Oxoglutarate 

dehydrogenase 

E1 component 

    odhB  Dihydrolipoyllysin

e-residue 

succinyltransferas

e component of 2-

oxoglutarate 

dehydrogenase 

complex 

qoxD   Energy 

production 

qoxD  Quinol oxidase 

subunit 4 

atpB   Energy 

production 

atpB  ATP synthase 

subunit a 

cspB   Stress 

response 

cspB  Major cold-shock 

protein. 

sigX   Stress 

response 

sigX  RNA polymerase 

ECF-type sigma 

factor 

ypzK   Undefined ypzK  Riboflavin 

biosynthesis, 

reductase, ribT, 

ribbed 

a: 転写単位(TUs)はDBTBSとBsubcycを参考にした(Sierro et al., 2008; Caspi et al., 2014)。 

b: トランスクリプトーム解析で発現量の低下した遺伝子を［Y］と示した。 
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c: 転写開始点の近傍に結合する転写制御因子。括弧内は遺伝子欠失によって転写に影響を及ぼしたもので

あるが、結合部位は確認されていない。 

d: 必須遺伝子を［Y］と示した。 

e: 遺伝子機能の情報。主にPanther database (http://www.pantherdb.org/)より得た。mtlFの機能はBsubcycより

得た。cspB, ypzK, sigX の機能はBSORF (http://bacillus.genome.ad.jp/)より得た。 
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参考資料 

 

 

図 S１．１ 枯草菌 SMS14株の作成 

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。点線により、増

幅した DNA断片と対応するゲノム DNA上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲ

ノム DNA上の、プライマーを設計した位置を示した。 
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図 S１．２ 枯草菌 SMS15株の作成 

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。黒い四角は C 末

端領域を欠失させた RpoA 遺伝子を示している。点線により、増幅した DNA 断片と対応するゲノム DNA

上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲノム DNA上の、プライマーを設計した位

置を示した。 
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図 S１．３ 枯草菌 SMS16株の作成 

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。点線により、増

幅した DNA断片と対応するゲノム DNA上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲ

ノム DNA上の、プライマーを設計した位置を示した。 
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図 S１．４ 枯草菌 SMS17株の作成 

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。黒い四角は C 末

端領域を欠失させた RpoA 遺伝子を示している。点線により、増幅した DNA 断片と対応するゲノム DNA

上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲノム DNA上の、プライマーを設計した位

置を示した。 
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図 S１．５ 枯草菌 SMS18株及び SMS19株の作成  

リコンビナント PCR を用いた菌株作成の概要を示した。箱型矢印により遺伝子を示した。黒い四角は C 末

端領域を欠失させた RpoA 遺伝子を示している。点線により、増幅した DNA 断片と対応するゲノム DNA

上の相同領域を示した。プライマー名の横にある矢印により、ゲノム DNA上の、プライマーを設計した位

置を示した。 
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図 S２．１ タイプ T1：タイム 0 で発現しており、キシロース培地を用いた培養開始後 1 時間（タイム 1）

で一時的に抑制されるが、野生型 RpoA を持つ SMS08 株では発現レベルが回復し、変異型 RpoA を持つ

SMS09 株では発現レベルが回復しない遺伝子群 

変異型 RpoA発現株で、発現が低下した遺伝子のタイムコースの発現プロファイル。青線：野生型 RpoA発

現株（SMS08 株)、赤線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株) 
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図 S２．２ タイプ T1(続き) 

変異型 RpoA発現株で、発現が低下した遺伝子のタイムコースの発現プロファイル。青線：野生型 RpoA発

現株（SMS08 株)、赤線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株) 
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図 S２．３ タイプ T2：タイム 0 では発現レベルが低く、タイム 1 以降 RpoAを持つ SMS08 株では発現レ

ベルが上昇し、変異型 RpoAを持つ SMS09 株では発現レベルが上昇しない遺伝子群 

変異型 RpoA発現株で、発現が低下した遺伝子のタイムコースの発現プロファイル。青線：野生型 RpoA発

現株（SMS08 株)、赤線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株) 
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図 S２．４ タイプ T3：RpoA を持つ SMS08 株では発現レベルが一定に保てるが、変異型 RpoA を持つ

SMS09 株ではタイム 1 以降、発現レベルが低下する遺伝子群 

変異型 RpoA発現株で、発現が低下した遺伝子のタイムコースの発現プロファイル。青線：野生型 RpoA発

現株（SMS08 株)、赤線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株) 
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図 S２．５ タイプ T3(続き) 

変異型 RpoA発現株で、発現が低下した遺伝子のタイムコースの発現プロファイル。青線：野生型 RpoA発

現株（SMS08 株)、赤線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株) 
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図 S２．６ タイプ T3(続き) 

変異型 RpoA発現株で、発現が低下した遺伝子のタイムコースの発現プロファイル。青線：野生型 RpoA

発現株（SMS08株)、赤線：変異型 RpoA発現株（SMS09 株)  
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図 S３．１ タイプ C1の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 

図下に示した黒矢印は、転写開始領域に存在するピークの位置を示す。 
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図 S３．２ タイプ C1の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 

図下に示した黒矢印は、転写開始領域に存在するピークの位置を示す。 
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図 S３．３ タイプ C2の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 
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図 S３．４ タイプ C2 の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 
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図 S３．５ タイプ C2 の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 
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図 S３．６ タイプ C2 の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 
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図 S３．７ タイプ C2 の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 
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図 S３．８ タイプ C2 の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 
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図 S３．９ タイプ C2 の結合パターン 

図の説明は図３．１７を参照。 
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図 S４ 枯草菌全ゲノム上の RNAP（野生型 RpoA）、RNAP（変異型 RpoA）、RpoA-His、変異型 RpoA-His の分布。 

青：トランスクリプトーム解析で転写レベルの減少した遺伝子 

赤：トランスクリプトーム解析で転写レベルの増加した遺伝子 

緑：ChAP-chip 解析で転写レベルの減少した遺伝子 

濃い青：トランスクリプトーム解析と ChAP-chip 解析で共に転写レベルの減少した遺伝子 

 


