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研究成果の概要（和文）：細菌ゲノムに含まれる数千遺伝子から、転写遺伝子の選択と転写レベル決定は、転写酵素RN
Aポリメラーゼが、２段階での転写調節因子（シグマ因子と転写因子）との相互作用で決定される。大腸菌の7種類シグ
マ因子と約300種転写因子の全てに関して、独自に開発したSELEX法を利用し、認識し制御する遺伝子セットを同定し、
その基盤で、制御標的遺伝子セットを個別に同定した。これは、『ひとつの生物のすべての転写因子の制御機能解明』
を同定した、ゲノム新時代最初の画期的成果である。成果は、TEC データベースとして、国立遺伝学研究所から公開し
た。

研究成果の概要（英文）：The genome of the model prokaryote Escherichia coli contains approximately 4,500 
genes. Expression pattern of the genome is determined through selective transcription by the RNA 
polymerase. Its gene selectivity is controlled at two steps through interaction with seven sigma factors 
and about 300 transcription factors. For identification of regulatory targets by transcription 
regulators, we identified their binding sites on the E. coli genome using Genomic SELEX system. We have 
so far identified the regulatory targets for all seven sigma factors and for more then 250 transcription 
factors. The results altogether are assembled into a single database TEC (Transcription Profile of 
Escherichia coli) (www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/tec/), which is now open to public through NIG (National 
Institute of Genetics). Noteworthy is that this is the first success of identification of the regulatory 
roles of the whole set of transcription regulators form a single organism.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム全構造解明で幕を開けた 21 世紀の生
命科学研究のひとつの標的は、ゲノムにある
遺伝子セットから、生物生存環境に応じて、
特定の遺伝子セットを選択的に発現利用す
る仕組みの解明である。この目的の研究では、
遺伝子総数約 4,500で、個別遺伝子の機能や
制御の知見が最も豊富なモデル生物大腸菌
が格好の対象となる。我々は、大腸菌ゲノム
の転写は、2,000 分子の転写酵素 RNA ポリ
メラーゼの 2段階での転写調節蛋白との相互
作用で、転写対象標的を変換することでなさ
れるモデルを提唱して来た（図１）。このモ
デルを実証する目的で、大腸菌の転写調節因
子全ての制御機能解明の壮大な目標を設定
し、過去基盤研究(B)「大腸菌の全ての機能未
知転写因子の支配下遺伝子群の同定と制御
様式の解明」(平成 18-20)、基盤研究(A)「大
腸菌の全ての転写因子の調節機能とネット
ワーク全体像の解明」(平成 21-23)で研究を
継続して来た。本研究を最終局面の仕上の研
究として実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. RNAポリメラーゼの機能分化モデル 
 
２．研究の目的 
大腸菌の RNA ポリメラーゼの転写標的選択性
は、7 種類のシグマ因子と全 300 種類の転写
因子で制御されている（図１）。これら全て
の転写調節蛋白の制御標的同定を目標とし、
これまでに、20	
 年以上に亘って、全てのシ
グマ因子、全ての転写因子を精製して来た。
10 年前からは、新たに開発した Genomic	
 
SELEX 法（図２）を利用し、これら転写調節
蛋白の制御支配下遺伝子群の同定を開始し
た。本研究では、(1)全シグマ因子、全転写
因子の制御支配下遺伝子群の同定。(2)全シ
グマ因子、全転写因子の制御機能の解明を目
指し、(3)成果を論文として公表すると伴に、
大腸菌転写データベースを構築し、広く情報
を共有するシステムを構築し、これらを総合
して(4)『ひとつの生物のすべての転写因子
の制御機能解明』を初めて達成した記念碑と
して完成させたい。	
 

	
 
図２. 転写因子制御標的同定の SELEX法 

	
 
３．研究の方法 
大腸菌全 7種シグマ因子、全 300 種転写因子
の発現系を構築して大量発現し精製した。そ
れらの制御支配下遺伝子群は、新たに構築し
た Genomic	
 SELEX 法（図２）で同定した。SELEX
法で推定した制御標的に関しては、個別に、
in	
 vitro転写、in	
 vivo転写を解析すること
で確認した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
モデル生物大腸菌のゲノム転写パターンは、
転写酵素 RNA ポリメラーゼが、２段階での転
写調節因子（シグマ因子と転写因子）との相
互作用で決定される。その制御機構を解明す
る目的で、大腸菌全7種類シグマ因子と約300
種の転写因子が、認識し制御する遺伝子群を
同定した。『ひとつの生物のすべての転写因
子の制御機能解明』達成の成果は、世界最初
の記念碑となった。以下は、主な成果である。	
 
	
 
1) 全シグマ因子、全転写因子の支配下制御標
的遺伝子の同定：	
 大腸菌全７種類、全 300
種類の転写因子を単離精製した。純化蛋白を
利用し、それぞれの認識結合遺伝子を、
Genomic	
 SELEX 法を利用して同定した。主要
シグマ因子 RpoD の標的プロモータ－約 700 を
同定したが（図３）、遺伝子内部にも多くの
RpoD 認識部位が同定された。その生理的意味
は、今後の課題である。転写因子については、
制御標的が、単一遺伝子である場合は少なく、
大多数の転写因子は、多数遺伝子を制御して
いることが一般的であり、教科書の概念の修
正を迫ることとなった（図４）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 3.	
 RpoD シグマ因子の標的プロモータ－	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図４.	
 転写因子の制御標的遺伝子	
 



 

 

２）シグマ因子・転写因子の新たな機能：	
 
SELEX 法を駆使した転写因子のゲノム上の認
識結合部位の網羅的探索から、シグマ因子・
転写因子が遺伝子内部にも結合することが
判明した（図３、図５）。その結果、シグマ
因子・転写因子に、新たな制御機能があるこ
とが予測された。今後の新たな課題である。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図５.	
 遺伝子内部に結合する転写因子	
 
	
 
SELEX に依って、多数の転写因子の制御標的
が同定できたことに依って、多くの転写因子
は、多数の標的遺伝子を制御し、また、多く
の遺伝子は、多数転写因子で制御されている
ことが一般であることが判明した（図 6）。例
えば、炭素源の取り込みと代謝系に関わる数
百の遺伝子群の統括制御転写因子 CRP や Cra
は、その支配下に数十の遺伝子が編成されて
いることが判明した（図６）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図６.	
 炭素源利用遺伝子群の包括制御転写
因子 CRP と Cra の制御と役割分担	
 
	
 
多種転写因子による転写制御は、とりわけ、
環境応答による生態変換で、主要な役割を果
たす制御因子の遺伝子で顕著である。バイフ
ィルム形成統括制御因子 CsgD や、遊泳に関
わるべん毛形成統括制御因子 FlhDC の遺伝子
プロモータ－は、20 種以上の転写因子で制御
されている（図７）。これらプロモータ－では、
多数転写因子間の拮抗、協業で制御される、
複雑な様相が明らかになった。多種多様な環
境要因を感知して、発現レベルを調節してい
ることが予想された。	
 

図 7.	
 多数転写因子で制御されるバイオフィ
ルム形成包括制御因子 csgD遺伝子	
 
	
 
３）特定遺伝子の転写制御に関わる全シグマ
因子、全転写因子の同定：上記研究と平行し
て、逆の方向の研究、即ち、ある遺伝子の転
写制御に関わる全因子を同定する PS-TF	
 
(promoter-specific	
 transcription	
 factor)
探索法を開発した。純化転写制御因子コレク
ションを利用し、大腸菌生存様式決定に重要
な役割を果たす遺伝子群プロモータ‐に結
合する因子を同定した（図８）。その結果、
ひとつのプロモーターの制御には、多種多種
類の転写因子が関わっていることが判明し、
ここでも教科書の修正を迫ることとなった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図８.特定プロモータ－制御転写因子探索	
 
	
 
４）全シグマ因子、全転写因子の細胞内濃度
の計測と機能制御機構の解析：	
 ゲノム制御
の提案モデルでは、転写制御因子群の活性成
分の細胞内濃度が、重要な役割を果たす。そ
こで、各制御因子の特異抗体を作製し、免疫
定量法で、大腸菌細胞内の濃度を、培養条
件・培養時間を変えて計測した（図９）。全
転写因子の細胞内濃度の実測は、過去に例が
ない。加えて、転写因子の活性制御に関わる
エフェクターの系統的探索及びリン酸化な
ど、蛋白修飾による活性制御の系統的解析を
実施した。	
 
	
 



 

 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図９.	
 転写因子の細胞内濃度の実測	
 
	
 
５）転写制御ネットワーク：ゲノム転写の実
測データが、データベースに蓄積され始めた。
それらのデータを利用して、全体を見据えた
転写制御を論じたシステムバイオロジーが
盛んになって来た。しかし、大腸菌の同一名
称の菌株間でも、研究室毎に保管状況の違い
で、変異が蓄積し、ゲノム発現様相が異なる。
従って、データベースの多種多様な細菌で、
異なる培養条件で、異なる実験室で生産され
たデータを寄せ集めた解析は意味がない。本
研究の一番の特徴は、同一大腸菌株で、同一
方法で、同一研究室で生産された実測データ
で論理が構築できる点である。転写制御ネッ
トワークの解析を開始した。	
 
	
 
６）TEC データベースの構築と公開：こうし
た貴重な実験データの情報を研究社会で共
有し、正しい理論構築を支援する目的で、論
文で公表することと平行して、データベース
TEC	
 (Transcription	
 Profile	
 of	
 Escherichia	
 
coli)	
 を構築した（図 1０）。TEC	
 は、国立遺
伝学研究所を介して、公表を開始した。加え
て、本研究で構築した多種多様な研究資材を
研究社会に広く提供し、小規模研究室で苦闘
する研究者を支援することとした。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1０.	
 TEC データベース	
 
（国立遺伝学研究所を介して公開）	
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