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研究成果の概要（和文）：細胞の形に関わる枯草菌遺伝子産物 (IseA, YqgA)を解析した．IseA
は DL-endopeptidase 群の活性を阻害する蛋白質であり，その高発現は細胞の繊維状化をもた
らした．yqgA 遺伝子を含む多重変異株の増殖の解析より，yqgA 遺伝子が lytE lytF cwlS など
の細胞分離酵素と何らかの関連があることが示唆された．さらに合成致死として知られている
CwlO, LytEの溶解酵素のうち LytEの役割について詳細に解析した．また枯草菌 CwlK, CwlT
細胞壁溶解酵素の酵素化学的性質を明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）：Bacillus subtilis gene products (IseA and YqgA) associated with cell 
shape were investigated extensively. IseA is a proteinaceous inhibitor against the 
DL-endopeptidase family and its overexpression led to typical cell filamentation. It is likely 
that YqgA had some relation with cell wall lytic DL-endopeptidases (LytE, LytF and CwlS). 
The role of LytE, which is one of the synthetic lethal proteins, is investigated in detail. 
Moreover, enzymatic properties of B. subtilis CwlK and CwlT are reported.   
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１．研究開始当初の背景 
細菌細胞の中でも桿菌といわれる細菌では，
その細胞形態は球菌とくらべて独自の制御
システムを持っている．最近の研究では，ア
クチンホモログとして見つけられた必須遺
伝子産物 MreB，やはりアクチンホモログと
して枯草菌で見つけられたMbl, MreBH，な
かでも Mbl 欠損株は細胞増殖が低下する表
現型を示し，世界中で活発に研究がなされて

きている．この研究課題である細胞の形を作
る因子の研究は，細胞増殖・分裂・細胞壁の
合成に直接関係する重要な領域であるとと
もに，微生物分野で最も注目されている分野
の１つである． 
 
２．研究の目的 
(1) 細胞の形を作る因子の研究として，細胞
の形に影響することが解った機能未知遺伝
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子とその産物について，機能を分子生物学的
に解明し，細胞の形を作るメカニズムを明ら
かにする． 
(2) 形をつくる因子と関係の深い細菌細胞壁
溶解酵素を検討し，生化学的解析を行う．  
 
３．研究の方法 
(1) 枯草菌からの遺伝子のクローニング法は
枯草菌の染色体を鋳型に目的遺伝子のプラ
イマーを用いて PCR増幅し，その後 DNA増
幅断片を各種制限酵素で切断した後 pUC系
プラスミド， pHY300PLKなどに連結し，
大腸菌，枯草菌を形質転換した． 
(2) 酵素の局在は酵素の末端に FLAG配列を
賦与した標識蛋白質を作製し，１次抗体は抗
FLAG抗体，２次抗体は FITC-conjugated
な抗体を用いて行った．観察はデコンボリュ
ーション装置付蛍光顕微鏡を用いた． 
 
４．研究成果 
(1)枯草菌及びその類縁菌が生産する
IseA(YoeB)はタンパク質系の細胞壁溶解酵
素阻害剤であり，in vivo でも IseA の高発現
が細胞の繊維状化をもたらすことを見つけ
た．枯草菌においては多数の細胞壁溶解酵素
が存在し，酵素の基質特異性も様々であるが，
特に栄養細胞増殖期にはグルコサミニダー
ゼ，ムラミダーゼ, アミダーゼ, LD-エンドペ
プチダーゼ, DL-エンドペプチダーゼ, DD-エ
ンドペプチダーゼが生産される．in vitro で
は複数の細胞壁溶解酵素のなかでも，さらに
DL-endopeptidase のなかでも，LytE が主に
この阻害タンパク質の標的となっていた．一
方必須２成分制御系 YycGF の下流にある 
LytE, CwlOは同時の変異で合成致死を示すが，
少なくとも LytE の触媒ドメインを同じ
DL-endopeptidase 活性を示す LytF, CwlS の
触媒ドメインに置換できることが解った．一
方 LytF, CwlS では LytE と同じ細胞壁結合性
ドメイン LysM ではあるが，その繰り返しが
LytF, CwlS ではそれぞれ５回，４回存在する
のに対し，LytE では３回であり，この違いが
LytF, CwlSが分裂部位と細胞の局に存在する
のに対し，LytE では細胞側面へ局在する原因
であることが推定された．CwlO はプロテアー
ゼに感受性の蛋白質であるが，分泌性プロテ
アーゼ変異株を使うことにより，LytE 同様細
胞側面に局在することを初めて明らかにし
た．IseA のゲルろ過による精製途中，２つの
異なる分子量を示すピークが認められた．分
子量から推測するとモノマーとダイマーで
あり，それぞれがかなり安定に存在していた．
このことは IseA の構造変化が阻害活性に影
響 す る 可 能 性 が 有 る と 考 え ら れ ，
DL-endopeptidase活性への阻害実験を計画し
ている．また高次構造決定の為，結晶化も引
続き行い，現在科学研究費基盤(A)に引き継

がれて実施している． 
 
(2) 枯草菌細胞表層タンパク質 YqgA は細胞
表層タンパク質のプロテオーム解析から見
いだされ，細胞表層に多量に存在する機能未
知タンパク質である（Proteomics. 2002; 2: 
591-602）．YqgA の機能解析を目的とし，細胞
内局在を観察したところ，YqgA-3xFLAG は対
数増殖期のごく限られた時期（OD600nm=0.5
付近）に細胞分裂面に局在し，それ以外の時
期では局在が観察されなかった．このタイミ
ングは対数増殖期が終わり移行期に入りか
けるタイミングだと考えられる．なお、ウェ
スタンブロッティングの結果から，YqgA タン
パク質は培養中終始細胞表層に大量に存在
していた．また、この局在はFtsZまたはPbp2B
の枯渇株や，細胞分離酵素である LytE LytF 
CwlS の３重欠損株では観察されなかった．こ
れらのことから，YqgA は細胞隔壁が細胞分離
酵素（DL-endopeptidase）によって切断され，
細胞が分離する直前に局在するものと考え
られる．そこで次に，yqgA と lytE, lytF と
の遺伝学的な関係を解析した．yqgA(null)株
と yqgA(truncate: C 末 42 アミノ酸を削除)
株は，野生株と比べて特に違いは見いだされ
なかった．また，lytE lytF 株，lytE lytF 
yqgA(null)株においても野生株との違いは
観 察 さ れ な か っ た が ， lytE lytF 
yqgA(truncate)は主に培養誘導期および対
数増殖期において増殖の遅延が観察された．
さらに，この時期の細胞を顕微鏡観察したと
ころ，lytE lytF yqgA(truncate)株では螺旋
状にねじれた細胞が部分的に観察された．こ
れまでの結果から，yqgA は lytE lytF cwlS
などの細胞分離酵素と何らかの関連がある
ことが強く示唆された． 
(3) 枯草菌細菌細胞壁溶解酵素ホモログで
ある CwlK は，ペプチドグリカン溶解酵素で
ある LD-endopeptidase, DD-endopeptidase と
高い塩基配列の類似性を示した．そこで
cwlK-lacZ融合株を作りcwlK遺伝子の発現を
観察したところ，栄養増殖期に発現する遺伝
子であり，ウエスタンブロッティング解析か
ら細胞膜上に局在していた．CwlK 蛋白質の基
質特異性を調べたところ，DD-endopeptidase
ではなく LD-endopeptidase であることが解
った。この報告は PLY500 ファミリー蛋白質
を解析した最初の報告である． 
 一方枯草菌 cwlT（yddH）はトランスポゾン
様領域に存在する遺伝子で，最近この領域は
ICEBs1 とよばれる挿入接合因子であること
が解った．CwlT 蛋白質中には N-末端に
soluble lytic transglycosylase domain，
C-末端に NlpC/P60 ドメインが存在し，２つ
のドメインともペプチドグリカンの分解に
関与する可能性が考えられた．そこで N-末端，
C-末端，両ドメインを同時にクローン化し，



それらの酵素活性を調べたところ，N-末端ド
メインは soluble lytic transglycosylase
ではなく，muramidase であることが解った．
一方 C-末端ドメインは DL-endopeptidase で
あることを，酵素分解物のアミノ末端にフル
オロジニトロベンゼンを用いて修飾し，塩酸
で加水分解後 HPLC にて分画し，質量分析計
で物質同定することにより明らかにした．両
ドメインを同時にクローン化した蛋白質は，
細胞壁の分解力が非常に高いことが解った．
本研究により新しいタイプの muramidase が
明らかになったことは，特筆に値すると思っ
ている． 
 以上の研究成果の一部は，微生物や生化学
分野の国際誌４報に報告しており，本課題の
解明に大きく寄与できたものと考えている． 
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