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研究成果の概要（和文）：ウエルシュ菌特異的溶菌酵素Psmの種特異性はその細胞壁結合ドメインにあることを
明らかにした。また、Psm腸溶性製剤は、腸内のウエルシュ菌に対して一部効果を示した。Acpに関しては、その
触媒ドメインが3つのサブドメインからなる三日月型構造を取っていることを明らかにし、その反応メカニズム
が、Neighboring-group mechanismであることを明らかにした。CPE1138に関しては、触媒ドメインと細胞壁結合
ドメインを同定した。更に、触媒ドメインの結晶を得ることができ、X線構造解析により2.0オングストロームの
解像度のデータを得ることに成功した。現在、構造解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study, molecular mechanism of Clostridium perfringens specific lytic
 enzyme (Psm, Acp, CPE 1138) and its application study were carried out. The species specificity of 
Psm was found to be in its cell wall binding domain. In addition, enteric coarted preparations of 
Psm showed some effect on C. perfringens in the intestine. Furthermore, in this study, it was 
clarified that the catalytic domain of Acp adopts a crescent structure composed of three subdomains,
 and revealed that the reaction mechanism is Neighboring - group mechanism. In addition, the 
catalytic domain and cell wall binding domain of CPE 1138 were identified. Furthermore, crystals of 
the catalytic domain of CPE 1138 were obtained, and data with resolution of 2.0 angstroms was 
successfully obtained by X-ray structural analysis. Currently, this structural analysis is carried 
out.

研究分野：細菌学

キーワード： 溶菌酵素　ウエルシュ菌
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様	
 式	
 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９‐１、Ｚ‐１９、ＣＫ‐１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
	
 細菌の細胞壁は、N-アセチルグルコサミン
と N-アセチルムラミン酸が交互にβ(1→4)
結合でつながったグリカン鎖を 8~12 個のア
ミノ酸（種や属により異なる）のペプチド鎖
が架橋した網目構造のペプチドグリカンか
らなる。溶菌酵素は、ペプチドグリカンを分
解する酵素であり、その分解部位により 4 種
類に分類される（図 1）。また、細菌性溶菌酵
素は、ファージ由来（エンドライシン）と菌
由来（オートライシン）に分けられ、前者は
ファージの放出に、後者は細胞分裂などに伴
うペプチドグリカンの再構築に重要な働き
をしているが、細胞外から作用させると菌を
死滅させることができる。溶菌酵素の特徴と
して、触媒ドメインと細胞壁結合ドメインか
らなる物が多く、種もしくは属特異的に作用
することが知られている。また、細胞壁結合
ドメインが特異性を担っていると考えられ
ているが、分子レベルで特異性機構が明らか
にされているものは無い。 
	
 私たちは、Clostridium perfringens より
ファージ由来のエンドライシン Psm（ムラミ
ダーゼ）を発見し、C. perfringens特異的に
作用することを明らかにした。また、Psmの
各種変異体の解析及び X 線構造解析により
その立体構造（図 2）や酵素活性に関与する
アミノ酸の同定と推定される分解機構を明
らかにした。これらの結果を受け、黄色ブド
ウ球菌のペプチドグリカンモデルを基に in 
silico 解析により細胞壁結合ドメインのペプ
チド結合部位がペプチド鎖に結合すると触
媒ドメインが分解基質であるグリカン鎖に
フィットするという細胞壁分解モデル（図 3）
を提唱している。しかし、結合基質に関する
実験的データは無く、このモデルでは Psm 
の種特異性を説明することはできない。一方、
Psm は対数増殖期の菌に強い溶菌活性を示
すこと、Psm が結合はするが溶菌しない、
もしくは溶菌が弱い菌種を発見している。ま
た、ペプチドグリカンの格子構造は、ペプチ
ド鎖や架橋度の違いにより増殖ステージや
菌種によって異なる。これらのことから、結
合のみが種特異性を決めているのではなく
「結合後の触媒ドメインの位置」と「ペプチ
ドグリカンの格子構造」が複合的に関与して
いると考えている。すなわち、溶菌活性を示
すためには、リンカー部位でつながれた 2 つ
のドメインがそれぞれの基質にフィットす
る必要があり、基質とドメインの立体的配置
が種特異性機構の一部を担っていると考え
ている。 
種特異性を明らかにするためには、他の溶菌
酵素との比較解析が有用である。私たちは、
C. perfringens のゲノム情報からファージ
由来の新規アミダーゼ遺伝子（CPE1138）と
細胞分裂に関与するアミダーゼ遺伝子
(CPR1483)をクローニングし種特異性があ
ることを明らかにしている。これらの溶菌酵
素は、触媒ドメインと細胞壁結合ドメインか

らなるものであることが分かっている。 
更に、他の Clostridium 属菌のゲノム情報か
らいくつか溶菌酵素を発見しており Psm と
同じ SH3ドメインを持つ物もある。 
	
 更に、溶菌酵素の抗菌剤としての可能性は
高く、その応用研究は興味深い。クロストリ
ジウム属菌にはC. perfringens、C. difficile、
C. botulinum などの多くの病原細菌が属し
ている。C. perfringensは、集団食中毒の原
因菌であるとともに、人の腸に生息する悪玉
菌として知られており、加齢に伴い増加し
様々な疾患の原因になると考えられている。
また、C. difficile は、広域抗菌薬の副作用で
ある偽膜性大腸炎の原因菌として医療現場
で問題となっている。近年、肺炎球菌、黄色
ブドウ球菌に特異的な溶菌酵素は、それら感
染症の治療薬（次世代の抗菌薬）として利用
するための in vivo 研究で成果を上げており、



中には臨床応用に向けた安全性の確認が行
われている物もある。このことから
Clostridium 属菌特異的な溶菌酵素は、食中
毒や偽膜性大腸炎の治療、更には、腸内環境
の改善薬（整腸剤）として利用可能であると
考えている。 
２．研究の目的 
	
 C. perfringensのエンドライシン Psmは、
触媒ドメインと細胞壁結合ドメインからな
る 2ドメインの溶菌酵素で C. perfringens特
異的に作用する。しかし、その種特異性の分
子機構は明らかにされていない。本研究では、
Psm の種特異性が結合性にだけあるのでは
なく、「触媒ドメインと細胞壁結合ドメイン
の立体的位置関係」と「ペプチドグリカンの
立体構造」にも起因していると考えている。
そこで、Psm変異体およびクロストリジウム
属菌の様々な溶菌酵素を用いて、分子生物学
的手法、X線構造解析法、in silico解析で種
特異性の分子機構明らかにすることを目的
とする。更に、溶菌酵素の応用面として次世
代の抗菌薬としての実用化を目指した基礎
研究も行う。 
３．研究の方法 
	
 Psm の触媒ドメインと細胞壁結合ドメイン
をつなぐリンカー部位を変えた変異体を作
成し、種特異性を解析する。また、これら変
異体の立体構造を決定し各ドメインの位置
関係と種特異性の関係を明らかにする。一方、
細胞壁を溶菌酵素で処理して得られたペプ
チドグリカン断片を HPLC により分離し、結
合基質を Tof-MS にて同定し、in	
 silico解析
でドッキングモデルを構築する。更に、
Clostridium 属菌のゲノム情報より推定され
る溶菌酵素遺伝子をクローニングし、溶菌活
性および結合活性の種特異性を解析し、Psm
と比較解析を行い種特異性を決めるアミノ
酸の同定を行う。一方、応用面では、
Clostoridium 属菌の腸管内感染モデルマウ
スに溶菌酵素を投与し、糞便の状態や糞便中
の菌数の測定により有効性を評価する。	
 
①Psm 変異体の作製と種特異性の解析	
 
	
 これまでの解析により、Psm の種特異性は
細胞壁結合ドメインのみにあるのではなく，
触媒ドメインと細胞壁結合ドメインの位置
関係が重要なのではないかと考えている。そ
こで、ドメインをつなぐリンカー部位のアミ
ノ酸をプロリンなどの構造を大きく変える
アミノ酸に変えたものやその長さを変えた
リンカー変異体を作製する。また、基質結合
に関与すると思われるアミノ酸や結合ポケ
ット形成するアミノ酸を他の SH3 ドメインを
持つ溶菌酵素のアミノ酸配列を元に変異さ
せた結合部変異体を作製する。更に、これら
変異 Psm を精製し、Clostridium 属菌や他の
グラム陽性菌を用いて、溶菌活性測定（濁度
の減少により溶菌活性を測定する方法）、ザ
イモグラフィー（菌体を封入した SDS-ポリア
クリルアミドゲルを用いて電気泳動を行い
活性の有無を解析する方法）、結合活性測定

（菌体と酵素を低温で反応させ遠心分離し
上精中のタンパク質を SDS-PAGE により解析
する方法）を行い、それぞれの種特異性を明
らかにする。Psm リンカー変異体では、結合
活性は変化しないが溶菌活性及びザイモグ
ラフィー活性は低下することや結合するが
溶菌しない菌種に対して溶菌活性を示すよ
うになることが予想される。また、結合部変
異体ではこれまで結合しなかった菌種に結
合するようになることが考えられる。	
 
②Psm 変異体の X線構造解析と in	
 sillico解
析	
 
	
 野生型 Psm の結晶化条件をもとに Psm 変異
体の結晶化を行い X線構造解析を行う。得ら
れたデータに基づきタンパク質立体構造モ
デリングソフトで触媒ドメインと結合ドメ
インの位置関係を解析し種特異性との関係
を明らかにする。	
 
③クロストリジウム属菌の溶菌酵素遺伝子
のクローニング・大腸菌大量発現系の構築・
精製・種特異性の解析	
 
	
 これまでに解析されている溶菌酵素と Psm
の SH3 ドメインのアミノ酸配列をもとにゲノ
ム塩基配列が決定されているクロストリジ
ウム属菌から溶菌酵素遺伝子を検索する。本
研究では、主に C.	
 perfringens の他に C.	
 
difficile、C.	
 tetani、C.	
 botulinumu を中
心に検索を行う。候補遺伝子を PCR 法で増幅
し、各種発現ベクターに His-tag を融合させ
た状態でクローニングする。これまでの予備
実験により、C.	
 perfringens	
 St.13 および
SM101 のゲノムより 7 個、C.difficle より 1
個の溶菌酵素と推定される遺伝子をクロー
ニングし、そのうちの 4個が可溶化状態で精
製できることを確認している。Ni-キレーテ
ィングカラム、陰イオン・陽イオン交換カラ
ム、ゲル濾過カラムを用いて高度精製法を確
立する。更に、溶菌活性測定、ザイモグラフ
ィー、結合活性測定によりそれぞれの溶菌酵
素の菌種特異性の詳細を明らかにする。また、
立体構造を考慮して、他の溶菌酵素の細胞壁
結合ドメインとアミノ酸配列の比較解析を
行うことにより種特異性を決めているアミ
ノ酸を推定し、変異体を作製し解析する。	
 
④結合基質の分離・同定と in	
 silico解析	
 
	
 クロストリジウム属菌のペプチドグリカ
ンの化学構造（図 1）は 1970 年に提唱されて
いるが、現在も不明な点が多い。申請者らは、
細胞壁結合ドメインはペプチド鎖に結合す
ると考えているが、実験的証拠は無い。また、
推定のペプチド鎖にはジアミノピメリン酸
（DAP）やγアミノ基の分岐などが含まれる
ため一般的なペプチド合成では基質を合成
することができない。そこで、菌体をオート
クレーブ-SDS-フッ化水素処理してペプチド
グリカンを調製し、各種溶菌酵素を作用させ
てペプチドグリカン断片を調製し結合基質
の分離同定を行う。具体的には、ペプチドグ
リカン断片を HPLC で分離し、GST 融合細胞壁
結合ドメイン（作製済み）をプローブとして



ドットブロットを行い、結合基質を含むフラ
クションを同定する。更に、タンデム質量分
析（MS/MS）を行い構造決定する。一方、Psm
には 2 つの細胞壁結合ドメインがあるが、そ
れぞれのドメインを GST に融合した変異体を
作製している。得られた基質とそれぞれの細
胞壁結合ドメインとの親和性を Biacor3000
を用いて測定する。更に、他の溶菌酵素につ
いても同様の解析を行い、構造と基質親和性
の関係を明らかにする。前年度までに蓄積し
た 3次元情報に基づいて、同定した基質につ
いてドッキングシミュレーションを行い、親
和性・相互作用について分子レベルでの解析
を行う。	
 
⑤溶菌酵素の in	
 vivoでの有効性試験	
 
	
 Psm は熱にも強く凍結乾燥させても活性は
ほとんど低下しないため製剤化に適してい
る。凍結乾燥させた Psm を用い腸溶性マイク
ロカプセルの作製を行い、C.	
 perfringens腸
管感染モデルマウスに投与して糞便中の C.	
 
perfringens の菌数を測定することによりそ
の有効性を検討する。なお、共同研究者の成
谷らは、C.	
 perfringensの毒素遺伝子をすべ
てノックアウトした変異株を作製している。
この変異株を用いることにより安全で安定
的にPsmの in	
 vivoでの有効性解析が行える。
また、本研究では、C.	
 difficile、C.	
 tetani、
C.	
 boturinumu の溶菌酵素に関しても物理的
性質を明らかにして製剤化できるかを検討
し、可能な物に関しては腸溶性マイクロカプ
セルを作製する。更に、これらの菌に関して
も毒素遺伝子や病原性遺伝子をすべて欠損
させた変異株を作製し、感染モデルマウスの
作製を行い in	
 vivoでの有効性解析を行う。	
 
４．研究成果	
 
̶	
 C.	
 perfringensの各種溶菌酵素の種特異性
分子メカニズムの解析	
 ̶	
 
	
 我々は、Psm の種特異性のメカニズムが、
結合ドメインの親和性にのみあるのではな
く触媒ドメインと結合ドメインの立体的位
置関係にも起因していると考えている。そこ
で、触媒ドメインと結合ドメインの間のリン
カーの長さを変えた変異体や結合ドメイン
の数を変えた変異体を作製し、その特異性を
解析した。その結果、リンカー部位の変異体
では、特異性に大きな変化は見られなかった
が、結合ドメインの数を変えた変異体ではそ
の特異性に変化が現れた。このことから、増
加させた結合ドメインと触媒ドメインの位
置関係が種特異性に影響を及ぼしたと考え
られる。今後、種特異性の変化した変異 Psm
の立体構造を X 線構造解析により決定し、新
たな知見を得るように研究を行っていく。ま
た、他の溶菌酵素との比較を行うため、ウエ
ルシュ菌やデフィシル菌の溶菌酵素をクロ
ーニングし、大量発現系と精製系の構築を行
った。なお、そのうちの一つのウエルシュ菌
オートライシンである Acp の触媒ドメイン
（AcpCD）の結晶化に成功し（図 4）、Se-Met
で標識した AcpCD を用いて X線構造解析によ

り 2.25 オングストロームの分解能でデータ
を得ることができた。更に、得られたデータ
よりそのカタリティックドメインの構造は、
3 つのサブドメインからなる三日月型構造を
取っていることを明らかにした（図 5）。また、

AcpCD の変異体を作成し、ザイモグラフィー
を用いて解析した結果、その活性中心を明ら
か に し 、 そ の 反 応 メ カ ニ ズ ム は
Neighboring-group	
 mechanism であることを
明らかにした（図 6）。また、細胞壁結合ドメ
インを持つ Acp 変異体では、C.	
 perfringens	
 
St13 と C.	
 tetani にのみ溶菌活性を示すこと
を明らかにした。更に、Acp に関しては、細
胞壁結合ドメインの構造を決定するため 10
個の SH3 ドメインのうち 1~８個持つ変異体
を構築した。これらの変異体は、すべて細胞
への結合活性を持っていたが、SH3 ドメイン
が 3 個以下の物は結合が弱かった（図 7）。ま
た、これらの変異体を高度に精製し、結晶化



を試みたが現在結晶は得られていない。一方、
Acp のカタリティックドメインがフィブロネ
クチン結合タンパク質と結合することを明
らかにした。	
 

	
 
	
 CPR1483 に関しては、この酵素の最適条件
が 100mM	
 NaCl 、 pH7.5 であること、 C.	
 
perfringens、C.tetani に対して溶菌活性を
持つことが分かった。現在、結晶化のスクリ
ーニングを行っているところであり、X 線結
晶構造解析及び生化学的性状を明らかにす
ることにより、その構造や反応機構が明らか
になることが期待される。	
 
	
 一方、CPE1138 は、N 末端にアミダーゼド
メインを C末端に細胞壁結合ドメインを持つ
エンドライシンである。なお、アミダーゼド
メインは、T7	
 Lysozyme	
 Zinc	
 Amidase と相同
性を示すが、細胞壁結合ドメインは相同性を
示すタンパク質は見つかっておらず、新規の
ドメインであると考えられる。本研究で
CPE1138 を高度に精製し、様々に菌に作用さ
せその種特異性を解析した。その結果、ウエ
ルシュ菌に特異的に作用することを明らか
にした。現在、詳細な生化学的性状を明らか
にしているところである。更に、CPE1138 の
最小ドメインを明らかにするために N末端及	
 
び C末端から段階的に欠損させた欠損変異体
を作成し、溶菌活性（ザイモグラフィー）や
結合活性の必須の領域を解析した。その結果、
溶菌活性には 1~146 番目のアミノ酸まで、
細胞壁結合には 165~304 番目のアミノ酸ま
でが必要であることを明らかにした（図 8,9）。
更に、これらの変異体のいくつかを大量に高
純度に精製し結晶化を行った。その結果、N
末端領域 1~152 番目のアミノ酸をもつ変異
体で結晶を得ることができたが（図 10）、C

末端領域の結晶はまだ得られていない。なお、
N 末端領域の結晶を用いて X 線構造解析を行
った所、2.0 オングストロームの解像度のデ
ータを得ることに成功し、現在、構造決定を
行っている。	
 

－	
 Psm を用いた腸溶性製剤の開発研究	
 ̶	
 
	
 精製 Psm を用いて凍結乾燥により Psm パウ
ダーを調整し、ヒプロメロースフタル酸エス
テルを用いて Dip コーティングにより腸溶性
Psm カプセルを作製した。作製した腸溶性 Psm
カプセルは、液中で約 30 分後に崩壊し、溶
出した Psm は十分な溶菌活性を持っていた。
腸溶性 Psm カプセルをウエルシュ菌定着無菌
マウスに投与した結果、1 匹において、ウエ
ルシュ菌の菌数が 1/10 に減少していること
が確認された。また、コントロールカプセル
では、胃内もしくは十二指腸レベルで徐々に
溶解している様子が確認されたことから、カ
プセルの性能が十分ではなく投与した Psm の
一部のみが腸内で機能したと考えられる。	
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