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 In the chemotaxis of Escherichia coli, four methyl-accepting chemotaxis proteins (MCPs), i.e. 

Tsr, Tar, Trg and Tap, mediate attractant and repellent responses to various chemicals and other stimuli. 

The genes encoding these MCPS belong to the flagellar regulon whose transcription is under the control 

of the master regulator FlhDC as well as the alternative sigma factor FliA. However, factors that does 

not belong to the regulon are known to regulate the transcription of some genes encoding flagellar 

proteins and MCPs. In this study, I searched for transcription factors (TFs) that regulate tar. 

Promoter-specific transcription factor (PS-TF) screening of more than 200 purified TFs revealed that at least 9 

TFs bind in vitro to the tar promoter region. Involvement of these TFs in regulation of tar was confirmed by 

Northern blotting and reverse transcription PCR analyses. Deletion of the genes encoding some of these TFs 

resulted in the defects in chemotaxis as judged from swarm and temporal stimulation assays. Taken together, it 

is concluded that the tar promoter is under the control of PdhR 
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１． 緒言 

大腸菌を取り巻く環境は大きく変動するため，菌はそ

れに応じて適切な遺伝子を発現させることで環境に適応

する．一方，環境変化に対する最も速い応答の一つが走

化性，すなわち，刺激物質を感知してより好ましい環境

に移動する行動である．走化性において刺激物質を受容

するのは膜貫通型受容体 methyl-accepting chemotaxis 

proteins (MCPs)である．MCP は刺激に応じて，ヒスチジ

ンキナーゼ CheAの活性を制御する．その情報は最終的に

べん毛へ伝わり，回転方向が制御される．MCP には Tsr，

Tar，Trg，Tap の 4種類がある．では，走化性受容体遺伝

子の発現は，どのように調節されているのだろうか．MCP

をコードする遺伝子は，べん毛の構築や回転に関与する

蛋白質をコードする遺伝子と共に一つのレギュロンを構

成している．べん毛レギュロンのプロモーターは class I，

II，III に分類され，I→II→III という転写調節の階層性が

べん毛構築・機能発現の段階とよく対応している．走化

性シグナル伝達に関与する蛋白質の遺伝子群はすべて

class III プロモーターから転写される．class III プロモー

ターの転写には，class II オペロンにコードされるσ28が

必須である．一方，べん毛レギュロン内の遺伝子でも，

レギュロン外の転写因子による調節を受ける転写因子が

見つかっている [1]．また，増殖相により，tarと tsrの発

現量比が逆転することが知られている．しかしながら，

この転写調節のメカニズムは不明である[2]． 

このように，様々な面から転写調節がされていること

に着目し，本研究では，べん毛レギュロン外からの未知

の MCP 遺伝子発現調節経路があるのではないかと予測

した．MCP 遺伝子発現調節機構の解明を目指し，MCP 遺

伝子プロモーター領域への特異的な結合能示す転写因子

を網羅的に探索した．さらに，細胞内における候補転写

因子の MCP 遺伝子発現調節機構の解明を試みた． 

 

２． 実験方法 

tarプロモーターに作用する転写因子群を同定する目的

で，ゲルシフト法を応用した PS-TF (promoter specific 

transcription factor) Screening法を用いて，精製大腸菌転写

因子約 200種から tarプロモーターへの親和性を示す転写

因子の網羅的スクリーニングを行った．細胞内での機能

を解析するため，スクリーニングにより候補に挙がった

転写因子の欠失株を作製した．その欠失株を用いて，候

補転写因子の欠失が及ぼす運動能への影響をスウォーム

アッセイ，アスパラギン酸応答への影響をテンポラルア

ッセイで検証した．ここで走化性に影響が出た欠失株に



おいて，tar，tsrの発現レベルを測定し，候補転写因子の

tar，tsr の発現制御への関与を検証した． 

 

３． 実験結果と考察 

(1）tar プロモーターに結合能を示す転写因子の探索 

in vitroで精製転写因子がプロモーターDNAに結合し，

特異的複合体を形成する性質を利用し，複合体をゲル電

気泳動で分離する PS-TF screening法を用いて，大腸菌転

写因子約 200種の中から tarプロモーター領域に特異的結

合能を示す転写因子を探索した．その結果，9種類の転写

因子が tarプロモーター領域に結合した（図 1）．この転

写因子の特異結合は，転写因子濃度を 4段階に変化させ，

再度ゲルシフトアッセイを行うことで検証した．これら

を tarの発現調節に関与する候補転写因子とした． 

 

図１ tar プロモーターに結合した転写因子 

 

(2) 候補転写因子遺伝子欠失による走化性への影響 

PS-TF screening により，候補に挙がった転写因子遺伝

子の欠失株 9 種を作製した．まず，候補転写因子遺伝子

の欠失によって菌の運動能に影響がでるのか調べるため，

スウォームアッセイを行った．その結果， 9 種のうち 5

種の候補転写因子 srlR，pdhR，arcA，ompR，cpxRの欠失

株においてスウォーム能へ何らかの影響がみられた（図

2-A）．さらに，走化性応答への影響をみるため，テンポ

ラルアッセイを用いてアスパラギン酸応答を調べた．す

ると，応答については野生株との違いはみられなかった．

しかし，興味深いことに，pdhR 欠失株では，刺激のない

状態でのタンブル頻度が野生株に比べて有意に高くなっ

ていた（図 2-B）．これらのことから，pdhR の欠失によ

り Tar（または他の走化性受容体）の発現量比が崩れ，運

動能に影響がでたと考えられた． 

 

 

図２ 候補転写因子遺伝子欠失による走化性への影響 

 

(3) PdhR の tar，tsr 発現制御への関与 

上述の結果から，転写因子 PdhRが tarの発現調節に関与

する可能性が考えられた．そこで，ノーザンブロッティ

ング法，real time PCR法を用いて pdhR欠失株の tarの発

現レベルを測定し，in vivoでの関与を検証した．その際，

tap とオペロンを形成している tar と異なり，モノシスト

ロニックな転写単位を形成し，べん毛クラスター外に位

置する tsrの発現への関与も同時に検証した．また，PdhR

の活性条件として，40 mM ピルビン酸の有無の環境で培

養した．その結果，tarの発現は，野生株ではピルビン酸

添加により増加した．一方，pdhR 欠失株における，tar

の発現量はピルビン酸の有無に関わらずピルビン酸非存

在下の野生株より減少した．故に，PdhRが tarを正に制

御している可能性があった．また，tsrの発現は，野生株

ではピルビン酸添加により増加し，pdhR欠失株における

tsr の発現量はピルビン酸の有無に関わらずピルビン酸

非存在下の野生株より増加した．故に，PdhRは tsrを負

に制御している可能性があった． 

  

 

図３pdhR 欠失による tar， tsr 発現量への影響 

 

４． 結言 

大腸菌走化性受容体遺伝子発現調節機構について解析

した．この目的で PS-TF screeningを利用し，tarプロモー

ター領域に結合する転写因子を，約 200 種類の転写因子

の中から 9 種類同定した．これらの候補転写因子の欠失

株を用いた in vivo 解析の結果，tar の発現は PdhR とピ

ルビン酸の複合体がプロモーター領域に結合して，正に

制御されていると考えられた．一方，tsrの発現は PdhR

がプロモーター領域に結合して，負に制御されていると

考えられ，PdhRが tarと tsrの発現量の逆転に関与する

可能性がある．PdhRはクエン酸回路内のピルビン酸デヒ

ドロゲナーゼの遺伝子発現調節をする転写因子である．

このような転写因子が tarを制御することは，走化性受容

体がクエン酸回路との密な関係性にあるのかもしれない．

tarの発現調節は細胞内外のどちらのピルビン酸との関係

性で起こっているのかなど明らかにしていきたい． 
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