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枯草菌の ゲ ノ ム サ イ エ ン ス

関 口　順
一 ＊ ・山本　博規

　微生物ゲ ノ ム パ イ オ テ ク ノ ロ ジ
ー

の
一

環として枯草菌

に お け る こ の 分野の 内容を紹介し よ うとした とき， 枯草

菌ゲ ノ ム の 基礎科学が大部分で，バ イ ォ テ ク ノ p ジー
に

つ い て は 目立 っ た成果が得られ て い な い の が現状で あ

る．そ こ で本稿で は 枯草菌の ゲ ノ ム サ イ エ ン ス に つ い て，

日本で の 取 り組み を中心 に そ の
一
端を紹介し ，

バ イ オ テ

ク ノ ロ ジ ー
に つ い て は展望 として 短 く触れる こ とに した

い ．

1． なぜ枯草菌ゲ ノ ム な の か

　枯草菌は グラ ム 陽性の 土壌細菌であ り， グラ ム 陰性の

大腸菌や真核生物の 酵母と並 ん で古 くか ら生理学的 ・生

化学的な研究成果 が蓄積され て きた ．また枯草菌は 組換

え能力が高く，形質転換が可能な生物として ig60年代か

ら遺伝子変異株の 分離，遺伝子解析，染色体地図 の 作成

など分子遺伝学 ， 分子生物学的研究が行われ ， グ ラ ム 陽

性細菌の な か で は も っ とも広 く，深 く研究さ れて い る微

生物で ある．一
方枯草菌 の 生活環は 栄養が豊富な場合に

は細胞分裂を繰 り返して 増殖するが，環境中の 栄養が枯

渇する と子孫を残すた め の 胞子形成へ と進む．胞子 はさ

ま ざ ま な化学物質や熱 ， 紫外線 ， 乾燥な ど の 過酷な条件

に 耐性を示 し，再び生育環境が整うと速やか に発芽 して

増殖を繰 り返す．こ の 胞子形成 に 至 る過程 は 発生分化 の

モ デル と して注目され て い た こ とか ら，こ れ まで に さま

ざま な研究が な さ れ て きた ．その 結果，最近 で は カ タ ボ

ライ ト抑制や シ グナ ル 伝達機構が複雑に絡み合 っ た系で

あ る こ とが明らか に な っ て い る，枯草菌は さ ま ざ ま な分

解酵素 の 分泌生産能に す ぐれ て お り，また納豆 の製造に

も使わ れ る工 業的 に も価値の 高い 微生物で ある．1）

2． 枯草菌ゲノム の塩基配列決定から機能解析 へ

　 こ の ような背景か ら，枯草菌の全ゲ ノ ム 配列を明らか

に す る た め の プ P ジ ェク トが 1989年に 欧州共同体（EU ）

で始ま り， そ の 後1990年か ら1994年に かけて 創成基礎研

究 「ヒ トゲ ノ ム 解析」 の 下 に ，奈良先端大 ・小笠原直毅

教授を中心 に して 日本の研究グル ープも参加した 国際共

同研究 が行われた．最終的に は 1997年 11月に桔草菌 ゲ ノ

ム 4．2Mb の 全塩基配列が決定され，約400e個 の 遺伝子

が同定され た ，そ の うち 日本の グル ープ は 全 ゲ ノ ム の 約

1／3に あた る 1369　kb の配列決定を行 っ た ．こ の詳 し い

内容は 引用文 献2・3）お よ び Web サ イ ト （http：〃bacillus．

t。kyo−center ，gen。 me ．ad ．jp：80081BSORF −DB ．html）を参照

戴きた い ．枯草菌は 全 ゲ ノ ム 配列が決定された 10番目の

生物で あるが，そ の 後微生物ゲ ノ ム に お い て も全塩基配

列決定が世界中で活発に 展開されて お り，本稿執筆時点

で も20の 微生物 ゲ ノ ム の 全塩基配列が公開されて い る．

　塩基配列決定 は ゲ ノ ム 解析の第 正段階であ り，次 に 塩

基配列 か ら遺伝子 の 機能を決定す る こ とが重要な課題 で

ある．枯草菌ゲ ノ ム の ホ モ ロ ジー解析よ り解 っ た こ とは ，

50％近 くが ま っ た く既知の タ ン パ ク質とホ モ ロ ジ ー
を示

さな い か ， それ とも他の 生物の 機能未知な遺伝子 と有意

なホ モ ロ ジ ー
を示すもの であ り， こ の割合は他の 生物ゲ

ノ ム に お い て もほ ぼ同 じで あ る．そ こ で 欧州共同体とと

もに，日本 で も特定領域研究 「ゲノ ム サ イ エ ソ ス 」 （1995−

1999），お よ び未来開拓学術研究推進事業 （1995−1999）

の 下に ， 枯草菌ゲ ノ ム の 機能解析の プ ロ ジ ＝ク トが引き

続い て開始さ れ今日に 至 っ て い る ．機能解析 と し て は 2

つ の 段階が設定され た ，まず o次解析と して は個 々 の 遺

伝子破壊株の 作成 お よび lacZ レ ポ ー
タ ー遺伝子を指標

とした発現時期の 解析，さらに ノ
ーザ ン 法 に よる 転写単

位の 同定が あげられ る．こ の 0 次解析は 主 に 個 々 の グ

ル ープ の分担領域中の 遺伝子に つ い て行われた．一方 1

次解析は欧州共同体の グ ル ープ と打ち合わ せ を行い な が

ら，各研究グル
ープ の 得意な分野に つ い て それぞれが 工

夫を凝 ら した ス ク リー
ニ ソ グ系を確立 し ， 日本で は 日本

の グル ープに よ っ て作られた遺伝子破壊株の すべ てが機

能解析の 対象である．こ の よ うに し て得られ た デ ー
タ は

イ ソ ターネ ッ ト上で データ ペ ース と して近々 公開予定で

あ り， ま た遺伝子破壊株もで きるだけ早 く配布で きるよ

う努め て い る．

S． 枯草菌ゲ ノ ム の機能解析法 （0 次一 1次解析）

　0 次解析に 用 い た プ ラ ス ミ ド pMUTIN （こ こ で は

pMUTIN2 ）
4）と遺伝子破壊の 方法を Fig．1に 示 した ．目

的の 遺伝子が破壊され る だけで な く， 破壊株は lacZレ

ポー
タ
ー遺伝子 とタ

ーゲ ッ ト遺伝子 の 間 で transcripti・ nal

fusionを形成するた め ， β一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ （LacZ ）活

性を測定する こ とに よ り， その 遣伝子の 発現時期お よび

発現量をモ ニ タ リ ン グする こ とがで きる．また オ ペ ロ ン

単位で転写 され る遺伝子 で は，破壊 された遺伝子 の 下流

’
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Fig．1．　 Physical　map 　of 　a β．励 ’跳 plas  id
，
　pMUTIN2 （A ）

　　and 　illustration　of 　the　integration　event 　into　the　B．　subtilis

　　chromosome （B）．　 lacZ，　E．　ooJ ぎgene　encoding β
一galactosi−

　　dase；1αcl ，
　E．　 coii　genc　encoding 　thc　Lactose　rcpressor ；ori，

　　plasmid　origin 　of　replication ； bla，β
一lactamase　gene　for

　　selection 　in　E ．　coii ；ernz
，
　erythromycin −resistance 　gene　fbr

　 　 selection 　in　B、　subtigis；T ，　lambda　TO　and 　E ．　coli　rrnB 　Tl

　　T2 　 terminator ； Pspac，　 IPTG −inducible　 promoter 　 con −

　　trolled　by　Lacl；Ol ，
Lacl　operator 　O1 ．

の遺伝子が影響を うける ，い わゆる極性効果が生 じるが ，

こ の 効果 は IPTG （isopropyl
一
β
一D −thiogalactoside ）に よ り

コ ソ ト ロ
ー

ル す る こ とが で ぎる．さらに 必須遺伝子 の 場

合 に は SD 配列を含む形で タ
ーゲ ッ ト遺伝子の 5領 域を

ク P 一ニ ン グ した プ ラス ミ ドを用 い て枯草菌を形質転換

し，IPTG 依存性 プ ロ モ ータ ー
の 制御下に そ の 遺伝子を

置 くこ とに よ り必須遺伝子で ある か どうか の判別が可能

で ある．こ の 結果よ り，た とえばその 遺伝子 は 胞子 （ス

ポ ア
ー，芽胞）形成期 に発現す る遺伝子 であるとか ， 発

現 が ほ とん ど認 め られ ない た め に 特殊な環境下 （heat

sh ・ ck 条件下など）で働 く遺伝子な の か な ど，機能の 解

析に 際 し重要な手掛か りを与えて くれ る．勿論 こ の 方法

に も欠点 は あ り，破壊 した遺伝子が 自分 の 転写を正 また

は 負に 調節して い る場合，異常な発現を 示 した り， 発現

時期が野生株と大きくずれる こ ともある．こ れを避ける

た め に は ノ ーザ ン 法を用 い た 野生株 の 転写解析が有効で
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Fig．2．　 Time 　course 　ef　the 　production　of 　the 　6ω ぴ 嬬 Z 　fusion

　　protein（A ）and 　Northern　blot　analysis 　of　the　cω ILI　region

　　（B ）．　（A ）ω び directed β
一
gal乱 ctosidase 　activity 　of 　strain

　　cbQ （cw （ノ：：pMuTIN2 〔J）w 乱 s　determined　at　the　indicated

　　times 　after 　the　onset 　of　sporu 五ation ．　 Squares，　ce 藍l　growth

　　at 　an 　optical 　density　of 　600　nm （OD600）；diamonds，β一

　　galactosidase　 activity ．　（B）Northern　hybrid三zat 正on 　per−

　　for  ed 　 wi 芝h　 the　 cwlLI
−
speci 且c 　RNA 　 probe ，　 The 　ianes

　　contained 　5　！ig　Qf　RNA 　from　B，　subtilis　168　at 仁 2 （
− 2），

　　to（0），　t2（2），　or 薩 （4），　and 　B，　subtiliS　IS86 （SigF
−
），1S60

　　（SigE
−
），　 spolllG △1 （SigG ），　 and 　lS38 （SigK

−
）a 口 1．5

　　（1．5），ts（3），　t45（生5），　or 　t6（6）． ，47　indicates　the　size （in

　　kilobases）of　the 　hybridizing　RNA 　in　comparison 　with 　the

　　Iuigration 　of 　23S　and 　I6S　RNAs ．　 Figure　is　quoted　from

　 ur
．　Bacteriol．，　180 ，1375 −1380 （1998 ）．

あ り，多くの 場合 0 次解析 に 付け加えられ る こ と が多い ．

また ノ ーザ ン 法et　Lacz 法 よ り高感度に 転写物を確認で

ぎる とともに ，転写物 の サ イ ズ の 解析も可能である．そ

して これらの結果を総合的に判断し ， 個 々 の遺伝子の 正

確な発現パ タ
ー

ソ の 同定を行 っ て い る．Fig．2 に著者ら

が関係 した胞子 の 発芽 に 関与す る細胞壁溶解酵素遺伝子

cω iLfの LacZ 解析，お よ び ノ
ーザ ン 解析 の 結果を示 し

た ，5）こ れ らの 結果 よ りcω iLf遺伝子は 胞子形成期に発現

す る遺伝子 で ， 胞子形成に関係する シ グマ 因子の 欠損株

の 転写解析 よ りシ グ マ E の RNA 合成酵素で 転写 される

こ とが解る．ノ
ーザ ソ 法に 用 い られた non −RI ラ ベ ル の

R．NA プ ロ ーブは
一

見プ 卩 一ブ作成が面倒に 思われ る

が ， 破壊株作成時に 用 い る タ
ー

ゲ
ッ

ト遺伝子 の イ ソ サ
ー

ト断片を含ん だ pMUTIN プ ラ ス ミ ドか ら比較的容易に

作成で ぎ，検出感度もよ く長期保存が可能で ある．
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　 1次解析は 日本で は 12グル
ープ に分か れ て ， 具体的に

は さまざまな ス トレ ス 耐性や運動性 ， 形態変化 ， 炭素源

資化性，栄養要求性，カ タ ボ ラ イ ト抑制，種 々 の 薬剤 ・

抗生物質に 対す る耐性，プ P テ ア
ーゼ生産性，胞子形成，

コ ン ピ テ ソ ス ，胞子 の 発芽等に つ い て の 網羅的な機能解

析が行われて い る．著者らは胞子の発芽を担当し ， 変異

株胞子の L一ア ラ ニ ン な どの 発芽誘導物質存在下 で の 吸

光度の 変化を野生株 と比較 した とこ ろ ，520株の 遺伝子

破壊株 の 中か ら新た に 17株の 発芽異常株を見つ ける こ と

がで きた．こ の 中に は胞子形成期 に 発現する遺伝子以外

に ， グ ロ
ーバ ル な制御遺伝子 とし て 知 ら れて い る もの も

あ り大変興味深い，そ して各項 目の デ
ー

タ を集計すれぽ ，

未知遺伝子の 機能に つ い て か な りの 手掛か りが得られ る

もの と考え られ る，小笠原教授か らの 私信に よると，現

時点 で ま とめ た だ け で も，お よそ50％の 遺伝子破壊株に

何らか の 表現型 の 変化が認め られた ．

4． 枯草菌のプ ロ テオ
ー

ム 解析と

　　トラ ン ス クリプ ト
ー

ム 解析

　細胞全体の タ ン パ ク 質の 変化を同時に 解析で きる方法

と し て プ ロ テ オ ーム 解析が注目され て い る．6）こ の 方法

とは細胞か ら抽出した全タ ン パ ク質を 2次元電気泳動に

か け，ス ポ
ッ

トを分離 し ， それ らの ス ポ
ッ

トが ゲ ノ ム上

の どの タ ン パ ク質に 相 当す るか を N 末端 ア ミ ノ 酸配列

決定や MALDI −TOF 　MASS で 決定す るとともに ，各種

条件下で の 全 タ ソ パ ク の 挙動を イ メ ージ ア ナ ラ イ ザ ー
を

用い て解析する方法で ある．7）一例 と し て ス トレ ス タ ン

パ ク 質の 解析に 用い られ，多 くの熱 シ
ョ ッ

ク タ ン パ ク 質

を含む X ト レ ス タ ソ パ ク質が新た に 同定された．しか し

タ ン パ ク 質がプ ロ テ ア
ーゼ で 分解され た り，ス ポ ッ トが

オ ーバ ー
ラ ッ

プ する こ とも多 く，注意が必要で ある．も

ち ろ ん狭い 等電点の 幅で泳動する こ ともで ぎる の で ，
ス

ポ ッ トの重な りあ う領域の分離を向上 させ る こ ともで

き，費用は か さむが有効 な 手段 で あ る．枯草菌の プ ロ テ

オ ーム 解析 は ，日本 の 機能解析 グル
ープ として は宮崎医

大の 中山建男教授が中心 に な っ て進め て お り，また筑波

大の 山根國男教授らは分泌 タ ン パ ク質に 焦点を当て て プ

ロ テ オ
ー

ム 解析を行 っ て い る．

　著者 らは 表層 タ ン パ ク 質の プ ロ テ オ
ーム 解析 に 興味 を

持ち，枯草菌 の 表層に 局在するタ ソ パ ク質を L5MLiCl

で抽出し ， 各ス ポ ッ トの 同定を進め て い る．途中経過で

は あ る が，野生株 の 菌体表層に は 細胞壁 結合性 プ ロ テ

ア
ー一ビ で あ る WprA が存在 し て お り，こ の プ ロ テ ア

ー

ゼ に よ る表層 タ ン パ ク 質の 分解産物と考えられ る ス ポ ッ

トが多数存在す る こ とが明 らか に な っ た．そ こ で   磁

欠損株を用い た とこ ろ，部分分解産物の ス ポ
ッ

トがほ と

ん ど見られな くな っ た ．それ と ともに 新規の 表層タ ン パ

クが見つ か っ て きて お り， 未知遺伝子の機能を考える上

で も有効である．本誌細胞表層工 学の 特集に そ の 結果の

一
部が掲載され て い る の で参照願い たい ．a）

　 ト ラ ソ ス ク リ プ トーム 解析と して 最近注 目され て い る

技術 に マ イ ク ロ ア レ
ー

や DNA チ ッ プ技術が あるが，9＞

それ は
一枚の ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 数千か ら数万 の DNA

（合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド， cDNA など）を結合させ ，

細胞 か らの 転写物は標識して ハ イ ブ リ ダイ ズ させ ，転写

量 を測定す る技術で ，酵母 で は 全遺伝子 の 転写を同時 に

測定す る こ とが で きる革新的な手法 で あ る ．こ の 方法 は

理論的に はすべ て の 生物 の 転写 の 解析 に 利用可能で あ

り，枯草菌で も福山大の 藤田泰太郎教授の グル ープが中

心とな っ て最適条件 の 検討が行われて い る．特に枯草菌

を含め た細菌で の こ の 技術の 難し さ は ， 多量に存在する

リボ ソ
ー

ム RNA の 共雑 に よる影響を い か に 克服す るか

で あ ろ う．

　 こ れ以外に もタ ソ パ ク質 ・タ ン パ ク質相互作用の 解析

は ， 酵母菌で積極的に展開され て い る技法で ，

10）これを

枯草菌の 全タ ン パ ク 質に 応用で ぎれば大きな成果が期待

で きる．

5． パ ラ ロ ゲ解析，オ ル ソ ロ ゲ解析

　枯草菌全ゲ ノ ム 配列決定か ら，同
一

ゲ ノ ム 内で ホ モ ロ

ジ ーを示す遺伝子 の 種類と数 ， 他の 生物 の 遺伝子とホ モ

ロ ジ
ー

を示す遺伝子に つ い て の 知見がデ
ー

タベ ー
ス の検

索よ り簡単に得られ る よ うに な り，
これ らの 解析は それ

ぞれ パ ラ 卩 グ解析，オ ル ソ ロ グ解析 と呼ばれ て い る．そ

の 結果，枯草菌の シ グ マ 因子 （候補株を含む）は 19個あ

り， その 中に は新 し く9 個の シ グマ 因子 の 候補が含まれ

て い た ，2）パ ラ ロ グ解析は 1 つ の機能に対 して 相補する

遺伝子 の 数が複数ある場合は ， と りわ け有効な手段 とな

り得る．なぜなら組織的 に パ ラ ロ グ遺伝子を 2 重，3 重

に 欠損させ た変異株を作るこ とが で ぎるか らで ある．そ

こ で 名古屋大 ・牧野志雄教授が報告 した発芽に 関与する

コ ル テ
ッ

ク ス 溶解酵素 SleBの 例を あげ て み よ う，11 ＞彼ら

は 翫 翩 μ∫ ‘粥 郡 蜘 B 遺伝子とオ ル ソ P グの 関係に ある枯

草菌 sleB 遺伝子を見つ け，そ の 遺伝子破壊株は発芽の 際

の 胞子 の 屈折率が部分的に しか 起 こ らな い こ とを示 し

た ，12 ）しか し こ の 変異株胞子を 寒天培地 で培養する と ，

野生株 と同程度の 発芽率を示す （Table　1）．
一

方枯草菌

sleB の パ ラ ロ グ遺伝子 として 他t！t 　cwlLf 遺伝子があ り，こ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table　 1，　 Germination　frequeIlcles　of 　the 　6 ω びand 　cω U
　 　 ∫leB　mutants ．

Straln N 。，。f　
G ・・mi ・ ・ ti・ nfreq ・ ・ n ・yn（％）

spo 「es
　 　 No 　heat　 　 Heatb

168 （wi 豆d）　　　　　1．3x108
cbq （cω i1）　　　　　　9，8 × 107

168SB（sleB ）　　　　　9，3x107
GJSB （cω U　sleB ）　　1，2× ios

　 24．6　　　　　　21．5

　 27．6　　　　　　17．3

　 53．8　　　　　　　　43．0
〈 8．5 × 10

−4　＜8．5xIO
一

嵒

　
aDefined

　as　the　ratio 　of 　the 　number 　of 　colonies 　on 　LB 　agar

after 　heat　 treatment 　 or 　 no 　 heat　 treatment 　 tQ　the　 number 　 of

spores 　determined　under 　a 　microscope ．
　

bSpore
　heat　treatment 　was 　performed　at　800C　for　20　min 童n

10mM 　Tris−HGI （pH 　8．4）．

の 遺伝子破壊株の 胞子 は 発芽に お け る 屈折率の 変化 の パ

タ ーン が少 し違 うだけで ， 最終的に は 野生株と同程度ま

で変化 し，発芽率もま っ た く野生株 と変わ らな い ．しか

し 蜘8 畷 ノ2重欠損株は寒天培地上 で も完全に発芽が欠

損 し，コ ロ ニ
ーが得 られず，発芽に伴 う胞子の 暗色化 も

生 じな か っ た．5）こ れ ら の 結果は発芽 の 際に は ，SleB，

CwlJ の 2 つ の コ ル テ ッ ク ス 分解酵素が相補的 に 作用 し

て い る こ とを示 して い る．そ して この よ うな結果は意図

的に パ ラ ロ グ遺伝子を破壊し ， 組み 合わ せ なければ得ら

れな い もの で ，ゲ ノ ム 解析か らもた らされた逆遺伝学の

成果 で あ る．著者 らは また細胞壁溶解酵素の パ ラ P グ解

析か ら新た に 7種類 の 細胞壁ペ プ チ ドグ リカ ン の ペ プ チ

ド鎖に働 くエ ン ドペ プ チ ダーゼ 遺伝子を見つ け，13）こ の

うち少な くとも CwlE（LytF）と Cw1F（LytE）が細胞分裂

の 最後の ス テ
ッ

プ で ある細胞 の 分離に 関係して い る こ と

を ，2重欠 損 株 を作成 す る こ と に よ り明 らか に し

た ．1喚・15＞

6． 枯草菌ゲ ノ ム と バ イオ テ ク ノ ロ ジ
ー

へ の展望

　ゲ ノ ム 情報 は物質 の 代謝経路を推測する もっ とも有効

な手段 の 1 つ であ り，オ ル ソ ロ グ解析か ら代謝経路に対

応する遺伝子を選び だす こ とが で ぎる．そ して 従来の 代

謝経路に対応する遺伝子産物が見つ か らな い 場合は，ホ

モ 卩 ジ
ー

の な い タ イ プ の 酵素 の 存在が充分予想されよ

う，さらに そ の経路に対応する複数の酵素が見つ か らな

い 場合 に は ，新たな代謝経路 の 存在 が 示唆され る か も し

れな い ．こ の よ うな ア プ ロ
ーチ は物質生産に と っ て もき

わ め て 有効で あ ると考えられ る．病原性 の グ ラ ム 陽性菌

の ゲ ノ ム と枯草菌 の ゲ ノ ム を比較 して ，病原性 の 遺伝子

群 をあ ぶ りだす こ ともで きよ う．枯草菌を宿主 と した 場

合 の 組換え タ ン パ ク 質の 不安定性も，プ ロ テ ア ーゼ の 網

羅 的解析や シ ャ
ペ 卩 ソ の 網羅的解析か ら改善が計れるか

もしれない ．ゲ ノ ム 情報か ら シ ス テ ム として の 反応全体

を理解で きる よ うに な れ ば ， た と えぽ分泌量 の よ り
一層

の 向上なども可能に な る こ とが期待される．こ れらは枯

草菌 バ イ オ テ ク ノ ロ ジー
に お ける ほ ん の 小数例で あり，

新 しい 観点か らさまざまの 方向に 枯草菌ゲ ノ ム バ イオ テ

ク ノ ロ ジ ーが大きく発展 して 行 くもの と思われ る，

　最近の学術審議会特定研究領域推進分科会バ イ オ サ イ

エ ン ス 部会の 中間報告で は ， 枋草菌も国際標準生物種 と

して位置づけ られ る様子であ り，枯草菌で の 機能解析を

含 め た実験的研究と情報科学が 一
体 とな っ て

， 枯草菌の

み ならず生物全体へ の 重要な現象の 理解が飛躍的 に 進む

と考え られる．さ らに 病原微生物へ の 対策，有用微生物

へ の 利用，環境の 分野へ の 利用な ど， 画期的な技術開発

が 期待で きる．日本で は ゲ ノ ム 情報を利用した有用微生

物，環境微生物へ の 取 り組みが きわ め て 遅れ て お り， 産
・官 ・学共同の ゲ ノ ム 応用 プ U ジ ェ ク トを早急に 立ちあ

げる必要があろ う．
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