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RNAポ リメ ラー ゼ （RNAP） の コア酵 素 は 、α、β、β’の サ ブ ユ ニ ッ トよ り構 成 され 、
ン

DNAを 鋳 型 に相補的 なRNA合 成 を行 う触 媒活性 を持つ。 コア酵素 は、σ因子 と結合

してポ ロ酵 素 を形成 し、遺伝子 のプ ロモー ター配列 と結 合 して 、転写 開始複合体 を形
ノ ン

成す る。 この とき、RNAPの αサ ブユ ニ ッ トは、転写 因子 あるいはプ ロモー ター の上

流配列 （UPエ レメン ト） と相互作用す る ことで、RNAPが プ ロモー ター領 域 と結合す

るのを助 けてい る。αサ ブユ ニ ッ トは、N末 端 ドメイ ン （α一NTD） お よびC末 端 ドメ

イ ン （α一CTD）か ら成 り、α一NTDがRNAPサ ブユ ニ ッ トの会合 に必須で ある一方 、α一CTD

は転 写因子お よびUPエ レメン トと直接相互作用す る ことで、転 写開始複 合体 の形成

を促進 す る。

α一CTDの 機能 は、大腸 菌 を用いた分子生物学的 あるいは生化学 的な実験手法 によ り

精力 的に解 析が行 われ てきた。 その結果 、α一CTDは 転写 開始複合体 の安 定化 、プ ロモ

ー ター の開裂、転写伸長 因子NusAと の相互作用 な ど、転写 開始 に限 らず 、転写伸長

あ るいは停止 に も関与す る可能性 が示 唆 され て きた。 一方 で 、大腸 菌以 外 の細 菌の

α一CTDに 関す る解析 は限 られてい る。枯草菌 には、α一CTDと 直接相互作用 し、様 々な

ス トレス応答 に関与す るSpxと 呼ばれ る枯草菌特異的 なタンパ ク質 の存在 が知 られ て

い る。α一CTDは 細菌種 に よ りその機能 が異な る可能性 が ある一方、UPエ レメ ン トとの

相互 作用 に必要 とされ る一次構造 の保存性 は、種 を超 えて高い。加 えて、UPエ レメ ン

トは多 くの細菌種で見 出 され る ことか ら、種 を超 えて保存 されてい るCt－CTDの 機能 が

存在す るこ とも明 らかで ある。しか しなが ら、α一CTDに 関す るゲ ノムワイ ドな解析 は、

黄色 ブ ドウ球菌のみで しか行 われ てお らず 、異 なる細菌種 にお ける α一CTDの 機能 を比

較検討 す る情報が十分 にある とは言い難 い。

本研 究では、枯草菌 α一CTDの 機 能 をゲ ノムワイ ドに解析 し、大腸菌 と比較検討す るこ

とを 目指 した。培養液 に加 える誘導物 質 を切 り替 え るこ とで、細胞 内で発 現 してい る

野生型 αサ ブユニ ッ トを、α一CTDを 欠失 した変異型 αサブユニ ッ ト切 り替 え られ る枯

草菌株 を作成 した。次 に、作成 した株 を用 いて、トランスク リプ トーム解析 お よびRNA

ポ リメラーゼ のゲ ノム上の結合領 域 を決定す るChAP－chip解 析 を行 った。そ の結果 、

枯草菌 の α一CTDは 、対数増殖期 か ら定常期への生育状態 の変化 、お よび糖 の代謝 また

は リボ ソー ムの生合成 に関わ ってい るこ とが判 明 した。 大腸 菌において も、α一CTDが

これ らの機能 に関与 してい るこ とが広 く知 られ てお り、α一CTDの 生物学的 な重要性 は

種 を超 えて維持 され てい るこ とが示 され た。 その一方 で、α一CTD欠 損の影 響 を受 ける

個 々の遺伝子 を詳細 に調 べた ところ、大腸菌 と枯草菌 では、α一CTDの 関わ る転写制御

機構 が異 な ることが示 され た。 この こ とは、Ct・・CTDが 細菌種 の転写制御機構 の多様性

に寄与 してい ることを示 してい る。 ’
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細菌のRNAポ リメラーゼ （RNAP） のコア酵素 は細菌種 を超 えて高度 に保 存 され て

お り、α2ββ’のサブユニ ッ トか らなる複合体 であ る。 また、転写 はコア酵素 に σ因子が

結合 してポ ロ酵 素 を形成 した後、 プ ロモ ー ター配列 と結合 し、転写 開始複合 体 を形成

す る ところか ら始 まるが、そのプ ロモー ター配 列 も種 を超 えて保 存 され てい る。 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、一一部のプ 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DNA配 列 （UPエ レメン ト）、あるい は

転写 因子結 合部位 に結合 した転写活性化 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と プ ロモ ーター との結合、それ に続 く転写 開始 に必要 とされ る。

α サブユ ニ ッ トの機 能 は、主に大腸菌 を用 いて詳 細 に解析 され て きた。特 に大腸 菌

の様 々な転 写活性化 因子 あるいはUPエ レメン トと αサブユニ ッ トの相互作用 に関 し

て は、詳細 なメカニズムが明 らかになってい る。 しか しなが ら、他 の細菌種 にお ける α

サブユ ニ ッ トの機能 は、明 らかになってい る とは言 い難 い。大腸菌 と並 び、モデル微

生物 と して、多 くの転写制御 機構 の機 能解 明 に用 い られ て きた枯 草菌 におい て も、α

サ ブユ ニ ッ トの機 能解析 は、特定 の遺伝 子制御 に関与す る特定 の転写 因子 との相互作

用 のみ に限定 され てお り、大腸菌 と枯草菌 の αサブユ ニ ッ トの機 能が両者 に保存 され

てい るのか、あ るいは高度 に分化 してい るのかは明 らかでない。

本論文 では、枯 草菌の高度 な遺伝子組み換 え技術 を用 い、野 生型 αサブユニ ッ トの

発 現 を停止 し、代 わ りにC末 端領域 を欠損 した αサブユ ニ ッ トを発 現 させ、αサ ブユ

ニ ッ トのC末 端 ドメイ ン （α一CTD） を欠失 したRNAPが 、RNAP全 体の70％ を占める

株 を構築 した。次 に、 この株 を用いた トランス ク リプ トー ムお よびChAP－chip解 析 に

よ り、転写 プ ロフ ァイル お よびRNAPの 枯草菌 ゲノム上 の分布 を網羅 的に決 定 した。

そ の結果 、枯 草菌の α一CTDは 炭素源 の代謝 、 リボ ソー・ムの合成 な ど枯草菌の増殖 に関

わ る機 能 に寄与 している ことを明 らか に した。大腸菌 の α一CTDも これ らの生理機 能 に

関わ る転写制御 に関与 してい ることか ら、α一CTDの 生理 的な重 要性 は細 菌種 を超 えて

保 存 されてい るこ とが示 され た。一方 で、α一CTDが 制御す る遺伝子や制御 システムは、

大腸 菌 と枯草菌で異 なってお り、α一CTDは 転写制御機構 の多様性 に も寄与す るこ とが、

同時 に示 された。 なお、 これ らの成果 は、 申請者 が筆頭 著者 で ある論文 （Ther・le・f

ct－CTDinthcgenome－widctranscriptionalrcgulationoftheBaclllu∫ ∫ubtlll∫cells．2015年PLoS

One印 刷 中） にて報告 され てい る。

以上 のよ うに、本論文 は細菌 の転 写制御機構1の主要因子で あるRNAPの αサブユ ニ ッ

トの機能 を、枯 草菌の高度 な遺伝 子工学 的手法 とゲ ノム解析技術 によって解析 した も

ので、RNAPの 新た なゲノム解析手法 の開発 、枯 草菌RNAPに 関す る基盤 的知 見の蓄



積 等、学術上、さらには応用 上貢 献す る ところが少 な くない。よって審査委員 一 同は、

本論文が博 士 （バイオサイエ ンス） の学位論 文 と して価値 ある もの と認 めた。

学力の確認の結果の要 旨
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1試問の科 目 ・方 法 ・判定1

（科 目） （方 法） （判 定） （備 考）

｝ 口頭試問 合格

外 国 語 口頭試 問 合格

審査委 員一 同は、平成27年7． 月28日 本論文 申請者 に対 し博 士論 文 の関

連科 目及 び外国語 につ いて上記 の とお り試 験 を行 った結果 、本学大学 院博 士後期課

程 を修 了 した者 と同等 以上の学力 を有す る ことを確認 した。


