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研究成果の概要（和文）：我々は、トランスクリプトーム解析により、大腸菌のサイレンサーであるH-NSが、その相同
タンパク質である、HhaおよびYdgTと相互作用し、多くの遺伝子の発現を抑制していることを示した。加えて、レポー
ター遺伝子を用いた解析により、H-NSの転写抑制には、プロモーターの上流、および下流の広い領域が必要であること
を示した。同時に、H-NSとHhaによる協調的な転写抑制が、Pchタンパク質により脱抑制されることを示した。これらの
結果は、H-NSによる転写抑制には、H-NSが複数のタンパク質と複合体を形成し、遺伝子コード領域を含む広範な領域に
結合する必要があることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The transcriptome analysis with the deletion mutants of hha, ydgT, stpA and hns ge
nes indicated that Hha and YdgT are the proteins which assist H-NS to repress the expression over 100 gene
s. In addition, lux and lacZ reporter analysis to elucidate the mechanisms of the transcriptional regulati
ons in ybdO and ler promoters indicated that the wide areas in up and downstream of the ybdO promoter is e
ssential for the transcriptional repression of ybdO which depends on H-NS and the derepression of ler prom
oter with Pch protein observed when the repression of ler genes was cooperatively regulated by H-NS and Hh
a.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 真核生物には、遺伝子サイレンシングと
呼ばれ、様々な遺伝子を不活性化するシステ
ムが存在する。例えば、細胞外から侵入した
外来遺伝子が発現した場合に生じる悪影響
を最小限に保つため、あるいは細胞分化に応
じた遺伝子の使い分けをコントロールする
ため等、真核生物は、多様な細胞機能の制御
に、このシステムを利用している。一方、細
菌(原核生物)の持つ、サイレンシングシステ
ムの研究は、ほとんどなされていなかった。 
(2) 近年、我々も含めた複数のグループから、
大腸菌、サルモネラ菌が有するH-NSと呼ば
れるタンパク質が、ゲノム DNA 中に存在す
る外来遺伝子に結合し、その転写を抑制して
いることが報告された。この転写抑制活性は、
外来遺伝子の機能や、プロモーター構造に制
限を受けないことから、真核生物のサイレン
シングと同様の機能を持つと考えられた。 
(3) H-NSは、ゲノム DNA中のアデニン(A)
およびチミン(T)含量が高い領域に結合する。
外来遺伝子も、A, T 含量が高く、そのため
H-NSが結合できると考えられている。H-NS
が、特に強く結合する認識(塩基)配列が見い
だされており、H-NS は、まず、その配列に
結合し、その後、多量体を形成して、認識配
列の周りの DNA と非特異的に結合すると考
えられている。同様に、H-NS による転写抑
制にも、多量体形成が必要であることが遺伝
学的な解析から示唆されている。しかしなが
ら、見いだされたH-NSの認識配列は、大腸
菌およびサルモネラ菌のゲノム上に存在す
るH-NS結合領域の一部にのみ存在し、加え
て、H-NS の配列非依存的な DNA との結合
活性が非常に弱いことから、H-NS による転
写抑制が細胞内で、どのように実行されてい
るのかは、説明できていない。 
(4) H-NSによる遺伝子サイレンシングは、環
境ストレスやタンパク質により解除される
ことが知られている。例えば、培地に塩を加
えると、proU 遺伝子の H-NS による転写抑
制は浸透圧ストレスによって解除される。ま
た、H-NS により通常抑制されている ler 遺
伝子の発現は、Lerや Pchといったタンパク
質がH-NSの機能を阻害することによって誘
導されると考えられているが、詳しいメカニ
ズムは明らかになっていない。 
(5) 精製した H-NS を用いた試験管内転写解
析が、すでに報告されているが、細胞内で起
きている現象を完全には再現できていない
可能性が指摘されている。例えば、proU 遺
伝子のH-NSによる転写抑制は、試験管内で
も観察されるが、この試験管内転写系では、
カリウムイオンの濃度上昇（浸透圧ストレス
を再現）による proU 遺伝子特異的な転写誘
導が観察されないことが報告されている。 
(6) 大腸菌には、H-NS の相同タンパク質が
複数存在する(StpA, Hha, YdgT)。これらの
因子は、H-NS が細胞内で転写を抑制する際
に、H-NS を補助する役割があると推測され

ている。 
(7) 以上述べてきたように、H-NSは大腸菌、
サルモネラ菌におけるサイレンシングの制
御因子、サイレンサーとして機能すると考え
られるが、H-NS による転写の抑制および、
その脱抑制のメカニズムは、全く解明されて
いない。したがって、真核生物と細菌の遺伝
子サイレンシングのメカニズムに関する比
較検討はできていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、試験管内転写解析、トランスク
リプトーム解析、レポーター遺伝子を用いた
遺伝子発現解析により、大腸菌における遺伝
子サイレンシングに必要な要素、①タンパク
質、②遺伝子発現制御に必要なゲノム領域(シ
スエレメント)を明らかにし、さらに、③遺伝
子サイレンシングの解除（脱抑制）が起こる
メカニズムの解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子サイレンシングの試験管内再構
成：H-NSは、N末端にヒスチジンタグを付
加した形で大腸菌を用いて発現させ、ニッケ
ルレジンを用いて精製した。RNA ポリメラ
ーゼは Epicentre 社から購入した。ler 遺伝
子のプロモーター領域あるいは ybdO遺伝子
のプロモーター領域は PCR により増幅し、
これまでも試験管内転写反応の鋳型プラス
ミドとして用いられている pSR プラスミド
にクローニングした。精製H-NS, RNAポリ
メラーゼ、構築したプラスミドを用いて、試
験管内転写系を構築し、H-NS の転写抑制能
を検討した。加えて、大阪大学の戸邉教授よ
り精製 Ler および Pch タンパク質を分与し
ていただき、構築した試験管内転写系に加え、
脱抑制因子であるLerおよびPchによる転写
の活性化が試験管内で再現できるかどうか
を検討した。 
(2) H-NSの相同タンパク質Hha, YdgTの機
能解析：すでに述べたように、大腸菌には、
3 種類の H-NS 相同タンパク質(StpA, Hha, 
YdgT)が存在する。我々は、これまでに StpA
の解析を行い、StpAがH-NSと相互作用し、
転写抑制活性に貢献していることを明らか
にしている。本研究では、Hhaと YdgTの機
能を調べるために、Hhaおよび YdgTをコー
ドする hhaおよび ydgT遺伝子破壊株のトラ
ンスクリプトーム解析を行った。hhaおよび
ydgT 遺伝子は大腸菌の遺伝子破壊に一般的
に用いられている one-step 法により破壊し
た。作成した hha, ydgT破壊株、および、す
でに作成済みであった hns, stpA破壊株を用
い、hha, ydgT, hns, stpA遺伝子破壊を P1
トランスダクション法により、W3110株に導
入し、hha, ydgT, stpA, hnsの単独破壊株、
hns/stpAあるいはhha/ydgTの 2重破壊株を、
遺伝的なバックグラウンドを W3110 株にそ
ろえた形で作成した。菌株を対数増殖期まで
培養し、mRNAをそれぞれの株から精製し、



Affymetrix社のジーンチップを用いて、トラ
ンスクリプトーム解析を行った。 
(3) luxレポータープラスミドを用いた ler遺
伝子の転写抑制機構の解析： H-NSによる転
写抑制を受ける ler 遺伝子のプロモーター領
域を細菌ルシフェラーゼ遺伝子の上流に挿
入したプラスミドを作成した。同時に、hha, 
ydgT, stpA, hnsの単独破壊株、2遺伝子破壊
株、3 遺伝子破壊株、4 遺伝子(すべての遺伝
子)破壊株を構築し、作成したプラスミドを導
入した。得られた株を用いて、ler 遺伝子の
発現が、株ごとに、どのように変化するかを、
発光強度を指標に確認した。さらに、それら
の株において、Pch を発現させ、ler 遺伝子
の発現が Pchの発現によって、どのように変
化するかを観察した。 
(4) lacZ レポータープラスミドを用いた
ybdO 遺伝子の発現抑制に関わるシス領域の
解析：H-NS による転写抑制が、ybdO 遺伝
子近傍の、どの領域に依存しているかを確認
するため、ybdO 遺伝子のスタートコドンの
上流、および下流を様々な長さで持つ DNA
断片を、lacZ遺伝子の上流に挿入したプラス
ミドを作成した。このプラスミドを用いて、
大腸菌 MC4100 株（lacZ 遺伝子を欠損して
おり lacZ解析に用いられる）、および、その
hns遺伝子欠損株を形質転換した。得られた
菌株を用いて、-ガラクトシダーゼアッセイ
を行い、酵素活性を指標にして、ybdO 遺伝
子の転写制御に重要な役割を持つ領域を決
定した。 
 
４．研究成果 
(1) H-NSによる転写抑制の試験管内再構成：
研究の方法で述べたように、精製 H-NS, RNA
ポリメラーゼ、鋳型となる ler 遺伝子プロモ
ーターあるいは ybdO プロモーター領域を挿
入したプラスミドを用いて、試験管内転写系
を再構成した。その結果、H-NS を加えるこ
とにより、どちらのプロモーターの活性も強
く抑制された。次に、構築した試験管内再構
成系に、H-NS の転写抑制活性を阻害するタ
ンパク質である、Lerおよび Pch加え、再度、
試験管内転写を試みた。その結果、Ler、Pch
ともに、H-NS の転写抑制活性に影響を与え
なかった。再構成系に加えた、Lerおよび Pch
の量が不十分であることも考えられたが、加
えるLerおよびPchの量を増加させたところ、
転写はさらに抑制された。背景にも述べたと
おり、proU遺伝子のH-NSによる転写抑制は、
試験管内で観察できるものの、細胞内で観察
される浸透圧ストレスによる抑制の解除が、
試験管内では再現できないことが報告され
ている。proUプロモーターの解析同様、我々
の試験管内転写系では、細胞内で実際に起こ
っている H-NS による転写抑制を完全には再
現できていない可能性があると考えられた。
そこで、細胞内における H-NS の転写抑制活
性に必要な、H-NS と協調して働く因子およ
び、プロモーター近傍に存在し、転写制御に

重要な役割を果たすシス領域をトランスク
リプトームおよびレポーター遺伝子を用い
た転写解析により探索した。 
(2) トランスクリプトーム解析：Hha および
YdgT は H-NS の相同タンパク質であるが、
DNA結合ドメインを持たず、直接 DNAに結
合することはできないと考えられた。そこで、
Hhaおよび YdgTが、H-NSの転写抑制に、ど
のように寄与しているかを調べるために、ト
ランスクリプトーム解析を行った(図 1)。
hns/stpA 2 重欠失株は、H-NS に加え、H-NS
のバックアップタンパク質である StpA も失
っており、H-NS による転写抑制機構が全く
機能していない大腸菌株である。この株では、
583 遺伝子の発現が、野生型に比べ上昇して
いた。すなわち、野生型の大腸菌では、583
の遺伝子が、H-NS により転写抑制されてい
ること示していた。興味深いことに、hha/ydgT 
2 重欠失株では、134 遺伝子の発現が、野生
型に比べて上昇していたが、そのうちの 131
遺伝子は hns/stpA 2重欠失株でも発現の上昇
が観察された遺伝子であった(図 1B)。このこ
とは、Hha および YdgT が H-NS と協調して
転写を抑制をしていることを示している。
Hhaと YdgTは、H-NSと相互作用することが
他の研究結果で示されていることから、Hha

と YdgT は H-NS の転写抑制の補助因子であ
ることが強く示唆された。 
(3) 細胞内の ler遺伝子のH-NSによる抑制と
Pchによる脱抑制：研究の方法(3)で述べたよ
うに、細菌ルシフェラーゼによる発光を指標
として、大腸菌細胞内における、H-NS, StpA, 
HhaおよびYdgTによる ler遺伝子の転写抑制
と、Pchの発現による脱抑制効果を解析した。
その結果、ler遺伝子の抑制は、hha 欠失株あ
るいは、hha/ydgT 2重欠失株で、大きく低下
した。さらに、Pch の発現による脱抑制効果
は、hns あるいは hha を欠損した場合に大き
く低下することから、細胞内における ler 遺
伝子の抑制および脱抑制には、H-NSに加え、
H-NSの補助因子である Hha、YdgTが寄与す
ることが示唆された。 
(4) 細胞内の ybdO遺伝子のH-NSによる抑制
と脱抑制：研究の方法(4)で述べたように、-



ガラクトシダーゼ活性を指標とし、ybdO 遺
伝子の転写抑制に必要なシス配列を決定し
た。ybdO 遺伝子は、定常期に誘導され、野
生型に比べ、hns欠損株において発現が大き
く上昇した。加えて、H-NS による転写の抑
制には、プロモーター活性を有する領域は必
要とされず、プロモーター上流、あるいは下
流の、200~300bpにわたる領域が必要であっ
た。以前に行った ChIP-seq 解析により、こ
の領域には、H-NS が結合していることが示
されており、H-NS が、これらの領域に結合
して転写を抑制していることが強く示唆さ
れた。加えて、H-NS による転写抑制活性に
必要な領域は、プロモーターとは重ならない
ことから、H-NS による転写抑制は、H-NS
がプロモーターに直接結合し、RNA ポリメ
ラーゼのプロモーターへの結合を阻害する
というよりも、プロモーターの上流、および
下流に結合したH-NSによるプロモーター近
傍の DNA の立体構造の変化を介した間接的
な影響であることが示唆された。 
(5) 以上の解析結果を総合すると、H-NS に
よる転写抑制の試験管内再構成のためには、
①H-NSとH-NS相同タンパク質群による転
写抑制複合体と DNA との相互作用を試験管
内に再構成すること、②その際には、間接的
な転写制御を再現できるように、細胞内のゲ
ノム DNA の立体構造を再現するような工夫
をすること（たとえば、HU などの核様体タ
ンパク質を試験管内再構成系に加えること）、
が必要であると考えられた。今後、それらの
点を考慮して、細胞内の反応をより反映した
試験管内転写抑制系を構築し、生化学的なア
プローチによる H-NS の転写抑制および、そ
の脱抑制メカニズムの解明につなげたい。 
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