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研究成果の概要（和文）：トキシン・アンチトキシン(TA)システムは、細菌に広く存在する機構であり、ストレ
ス応答、バイオフィルム形成や、パーシスター形成に関与している。本研究において、新規に見出したTAシステ
ムの機能及び生理的な役割の解明を行った。本研究により、新規TAシステムを構成するトキシンは（１）細菌に
おいて必須遺伝子であり、複製・転写に関与するDNAジャイレースを阻害する、（２）トキシン活性に重要なア
ミノ酸残基を同定した、（３）トキシンはアルファヘリックス構造を形成することを明らかにした。本研究成果
は、黄色ブドウ球菌のみならず細菌のTAシステム分野において新規な知見及び抗菌薬開発の基盤情報を提供する
ものである。

研究成果の概要（英文）：Toxin-antitoxin (TA) system is widely conserved in bacteria, and is involved
 in processes such as stress response, pathogenicity, and the formation of persister cells in the 
presence of antibiotics. In this study, we characterized the newly identified TA system in 
Staphylococcus aureus and demonstrated the following. (1) New toxin inhibited an essential DNA 
topoisomerase, DNA gyrase. (2) the 27th Glu and 37th Asp residues are important for the toxicity. 
(3) The toxin forms alpha-helix structure. These findings give new insights into the TA system in S.
 aureus, but also the development of antibacterial drugs. 

研究分野： 細菌学、分子生物学、生化学

キーワード： 黄色ブドウ球菌　トキシン・アンチトキシンシステム　DNAジャイレース　細胞死

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、アミノ酸配列相同検索からは、機能を推測できない黄色ブドウ球菌の機能未解明なタンパク質の活性
を生化学的に詳細に解析することで、黄色ブドウ球菌の新規なTAシステムであることを明らかにした。現在にお
いても、ゲノム配列は解読されているが、機能未知な遺伝子は多数存在しており、それら遺伝子の機能解明に繋
がることが期待される。さらに新規に見出したトキシンは真核生物には存在しない必須遺伝子であるDNAジャイ
レースを標的とする事から、黄色ブドウ球菌のみならず細菌感染症治療のための新規な抗菌薬開発の基盤情報を
提供するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 黄色ブドウ球菌は通性嫌気性グラム陽性の球菌であり、ヒトの口腔、鼻腔等に見られる常在菌
である。しかしながら、化膿性疾患、伝染性膿痂疹、肺炎、敗血症や食中毒など多様な疾患を引
き起こす病原性菌としても知られている。また、薬剤耐性菌であるメチシリン耐性黄色ブドウ球
菌(MRSA)の蔓延は全世界的な公衆衛生上の深刻な課題となっている。 
	 トキシン・アンチトキシン(TA)システムは、細菌に広く保存されている機構であり、自身の細
菌細胞の分裂増殖を停止するトキシンとその毒性を中和するアンチトキシンから構成されてい
る。TAシステムは大腸菌の保有する Fプラスミドに存在する安定的な保持機構として見出され
たが、近年のゲノム配列情報の解読により、ほぼ全ての細菌の染色体 DNA上に存在することが
明らかとなっている。さらに、染色体上に存在する TAシステムが、細菌の細胞死、ストレス応
答、病原性因子発現制御、バイオフィルム形成、薬剤抵抗性であるパーシスター形成に関与する
ことが報告されつつある。グラム陰性菌である大腸菌においては少なくとも 33 種、グラム陽性
菌である枯草菌では少なくとも 13 種の TA システムが染色体上に存在することが知られている
が、黄色ブドウ球菌においては、これまでに４種の TA	システムしか存在が明らかになっていな
かった。そこで、我々は MRSAである黄色ブドウ球菌 N315株の染色体上に未知の TAシステ
ムが存在すると仮定し、大腸菌を指示菌として、機能未解明な遺伝子群から DNAのトポロジー
を変化させる新規な黄色ブドウ球菌 TAシステム(ORF ID: SA1671/SAS053)を見出した。生物
において DNA トポロジーの変化は、DNA の複製・修復・転写・組換え等の様々な機能制御に
大きく関係している。さらに細菌ではストレス応答プロセスにおいて転写調節因子が結合する
領域の DNAトポロジーが変化することで、遺伝子発現が制御されることが報告されており、黄
色ブドウ球菌新規 TA システムは DNA トポイソメラーゼの１種である DNA ジャイレースの
機能を制御し、DNAトポロジーを変化させることで遺伝子発現を制御している事が強く示唆さ
れた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では新規に見出した黄色ブドウ球菌の TA システム(アンチトキシン ORF ID: SA1671・
トキシン ORF ID: SAS053)の機能解析を（１）トキシンによる DNA ジャイレースの阻害機構、
（２）アミノ酸置換によるトキシン活性に重要なアミノ酸残基の同定、（３）トキシン・アンチ
トキシンの立体構造及び分子間相互作用、（４）黄色ブドウ球菌における生理的な役割の解明を
目的とした。	
 
３．研究の方法 
（１）可溶化タグである ProS2 をトキシンタンパク質の N末に融合させ、大腸菌で発現、His タ
グ精製にてトキシンタンパク質を精製した。精製トキシンタンパク質、市販の大腸菌 DNA	 ジャ
イレース(NEB)及び黄色ブドウ球菌 DNA	 ジャイレース（TopoGEN,Inc.）、基質として緩和型プラ
スミド DNA を用い、DNA トポロジー（負の超らせん型 DNA 生成阻害）を解析し、in	vitro におい
てトキシンが大腸菌及び黄色ブドウ球菌の DNA ジャイレース活性を阻害することを解明する。
（２）黄色ブドウ球菌由来トキシンと近縁種であるブドウ球菌属７菌種に由来するトキシン活
性の異なるオーソログ間でアミノ酸配列比較し、トキシン活性に重要なアミノ酸残基の候補の
絞り込みを行う。続いて、インバース PCR 法を用いてアミノ酸置換を導入し、トキシンの活性部
位を同定する。具体的にはトキシン活性の弱い S.	 pasteuri 及び S.warneri の両者でのみ保存
されている２７番目のアスパラギン酸、さらにトキシン活性の弱い S.epidermidis でのみ存在
する３７番目のグルタミンに注目し、各トキシン間でアミノ酸置換を行い大腸菌における細胞
増殖停止活性を解析する。（３）ProS2 タグ融合トキシンタンパク質を用い、放射光真空紫外円
二色性分光法により、タンパク質の二次構造を明らかにする。（４）黄色ブドウ球菌において、
新規 TA システム遺伝子欠損株及び遺伝子過剰発現株を作製し、表現型（薬剤感受性、病原性因
子産生、バイオフィルム産生）の変化を解析する。	
	
４．研究成果	
（１）Ⅱ型 DNA トポイソメラーゼである DNA ジャイレースは、サブユニット A(GyrA)と B(GyrB)
からなり、DNA の２本鎖両鎖を一時的に切断し再結合することで負の超らせんを導入する酵素で
ある。GyrA は DNA 鎖の切断・再結合に関与し、GyrB は ATPase 活性を有し反応に必要なエネルギ
ーを供給する。タンパク質精製において一般的な His タグを用いたタンパク質精製及びタグ切
断により、活性を保持するタンパク質として精
製することが困難であった。そこで、可溶化タ
グである ProS2 を融合させることで、活性を保
持した状態でトキシンタンパク質(TsbT)を精
製することに成功し、大腸菌及び黄色ブドウ球
菌 DNA ジャイレースの酵素活性を阻害するこ
とを in	vitro 実験にて明らかにした（図１）。
さらに、切断された DNA が観察されたことか
ら、トキシン GyrA サブユニットに作用するこ			図１.DNA ジャイレース活性阻害解析	
とが推測された。この結果から、新規トキシンは、DNA トポイソメラーゼの１種である DNA ジャ

�"%!�(

�'!%��"(�$!���"�#! �����

�*'!(�&"$! 

����(#!( 
 � � �


� �!$�+! �'��
�

����!$�+! �'��
����	��*(!*)������,(�)!
����!$�+! �'��
����	��*(!*)������,(�)!���(&����)��
���!$�+! �'��
����	��*(!*)������,(�)!���(&��

�(&������.-



イレースの酵素活性を阻害することを証明した。また、グラム陽性細菌における DNA ジャイレー
スを阻害するトキシンは初めての知見である。また、DNA ジャイレースは抗細菌薬の１種である
キノロン系薬の標的酵素でもり、黄色ブドウ球菌の染色体上に DNA ジャイレース活性を阻害す
る遺伝子が存在することは大変興味深い結果を得られた。	
	

（２）黄色ブドウ球菌由来トキシン
と ト キ シ ン 活 性 の 弱 い
S.epidermidis、S.	 pasteuri 及び
S.warneri 間でのアミノ酸配列比較
から 27 番目及び 37 番目のアミノ酸
残基に注目し、両者間でアミノ酸ス
ワッピングを行い、トキシン活性を
解析した。その結果、２７番目のアス
パラギン酸残基及び３７番目のグル
タミン残基がトキシン活性に重要で
あることを明らかにした（図２）。	 図２.	アミノ酸変異導入によるトキシン活性解析	
	
（３）DNA ジャイレースの阻害作用を詳細に解
明するにあたり重要な構造に関する情報を得
るために、放射光真空紫外円二色性分光法
(VUVCD)により、トキシンタンパク質の二次構
造を明らかにした。トキシンの活性に重要であ
る２７番目のアミノ酸残基を含む２２番目か
ら３２番目のアミノ酸残基の領域でアルファ
ヘリックス構造を形成していることを明らか
にした（図３）。その他の領域にかんしては、水
溶液中で特定の構造を保持していないこをあ
きらかにした。DNA ジャイレース及び DNA との
複合体形成に関連する重要なアミノ酸残基で
あることが推測され、トキシンの機能を詳細に
解明する上で非常に有用な知見を得た。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図３．A.	VUVCD スペクトラム		
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 B.トキシンタンパク質の二次構造	

	
（４）MRSA で黄色ブドウ球菌 N315 株を用いて、新規 TA システム TsbAT の遺伝子欠損株及び遺
伝子過剰発現株を作製した。これら菌株を用いて、新規 TA システムが黄色ブドウ球菌において
機能することを明らかにした。この結果を含め、黄色ブドウ球菌の染色体上に存在する機能未知
遺伝子群から新規 TA システムを見出した研究成果は Applied	and	Environmental	Microbiology	
(2019. 85:e00915-19)に掲載された。また、新規 TA システムを解析するにあたり、既知の TA シ
ステムである MazF の遺伝子欠損株でバイオフィルム形成能が上昇することを見出し、Pathogens	
and	Disease(2017.	Ftx026)にて研究内容が掲載された。しかしながら、新規 TA システム遺伝子
変異株を用いて、薬剤感受性、薬剤抵抗性、バイオフィルム形成能、病原性因子産生等に関して
解析を行ったが、現在までの所、明確な差異を見い出すにいたっていない。	
	
今後の展望	
本研究において、新規な TA システムを構成するトキシンの機能を解明したが、アンチトキシン
がどのようにトキシンの活性を制御しているのかについては解明に至っていない。今後、この点
を解明することにより、応用研究としてトキシンーアンチトキシンの複合体形成を解離・阻害し、
細胞内でトキシン活性を誘発物質の探索することで、TA システムを標的とした黄色ブドウ球菌
の新規な抗菌薬の開発が期待される。また、本研究では、新規 TA システムの生理的な役割に関
しては表現系の解析結果から、明確な役割を見いだせていない。新規 TA システムは黄色ブドウ
球菌だけでなく、ブドウ球菌属で広く保存されている遺伝子であり、他菌種では相同性のある遺
伝子は存在しない。このことからも、ブドウ球菌属で共通して DNA ジャイレース活性を制御する
ことでの役割が存在することが考えられる。今後、次世代シークエンサーを用いた遺伝子発現比
較（RNA-seq 解析）等により、明らかとなることが期待される。	
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