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研究成果の概要：自然環境中の固体表面に細菌が付着し形成する「バイオフィルム」の形成制

御メカニズムを解明するため、small RNA の安定性を制御する GGDEF/EAL 蛋白質 CsrD と

細胞内のシグナル物質 c-di-GMP の代謝に関わる GGDEF/EAL 蛋白質に関する研究を行った。

CsrD の機能に重要と思われるアミノ酸残基をアラニン残基に置換した変異型 CsrD の解析の

結果、CsrD の活性に重要な領域が明らかとなった。また、GGDEF/EAL 蛋白質は多糖である

PGA の産生を調節することでバイオフィルムを制御していることが明らかとなった。
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１．研究開始当初の背景
細菌が形成するバイオフィルムが医療や

工業などの様々な分野で近年問題となって
いる。消毒薬や抗菌薬に抵抗性を示すバイオ
フィルムによる医療器具の汚染やバイオフ
ィルム感染症、バイオフィルムによる金属腐
食やパイプの詰まり、食品加工時の汚染など
が原因で生じる損失はアメリカにおいて年
間数十億ドルにのぼるとされている。従って、

バイオフィルムのコントロールが重要な課
題となってきている。本研究の究極的な目標
はバイオフィルム形成メカニズムの研究か
ら“バイオフィルムの形成抑制や除去に有効
な方法”を見いだすことである。そこで、バ
イオフィルム形成に関わる細菌のシステム
を明らかにすることとし、近年、バイオフィ
ルム形成制御に関わることが明らかとなっ
た新しい情報伝達蛋白質「GGDEF/EAL 蛋白
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質」に着目することとした。
GGDEF/EAL 蛋白質はバイオフィルム形

成を促進する新規セカンドメッセンジャー
bis-(3'-5')-cyclic dimeric GMP (c-di-GMP)の
代謝酵素であり、微生物学領域において近年
最も注目されている研究の一つである。
c-di-GMP と GGDEF/EAL 蛋白質の研究は欧
米で大変注目され論文も多く発表されてい
るが、日本での報告は少ない。c-di-GMP は
２つの GMP がリン酸結合し環状化したヌク
レオチド化合物であり、Acetobacter におけ
るセルロース合成活性化因子として 1987 年
に初めて報告された 1)。それ以降、2004 年頃
になるまで、ほとんど注目されることはなか
った。細菌のゲノムが次々と明らかになる中、
数多く存在していた機能不明な蛋白質ドメ
イン（Domain of Unknown Function, DUF）
の１番目と２番目、DUF1, DUF2 は、それぞ
れ、GGDEF モチーフをもつ GGDEF ドメイ
ン、EAL モチーフをもつ EAL ドメインであ
ることが明らかとなった。2004 年以降、こ
れら機能不明の２つのドメインが c-di-GMP
代謝酵素であることが証明された 2)。その後
急速に研究が進展し、微生物学で最も注目さ
れる研究分野となった。GGDEF/EAL 蛋白質
は GGDEF ドメイン単独、EAL ドメイン単
独、もしくは GGDEF と EAL の２つのドメ
インがタンデムに結合した構造で構成され
ている。GGDEF ドメインは c-di-GMP 合成
酵素活性を示し、EAL ドメインは c-di-GMP
開環酵素活性を示す。これまでの研究から
c-di-GMP はバイオフィルム形成、細菌の運
動性、病原性、菌体外多糖生成などを制御す
る新規セカンドメッセンジャーであること
が明らかとなってきた 2)。ほとんどの
GGDEF/EAL 蛋白質は二成分制御系のヒス
チジンキナーゼと類似した膜貫通型の蛋白
質であり、外界や細胞内からシグナルを受け
取り c-di-GMP 代謝を調節していると考えら
れる 2)。細菌ゲノム解析の結果から、GGDEF
と EAL の２つのドメインは細菌に広く分布
しており、最も大きな蛋白質ファミリーの一
つであることが分かっている。また、細菌は
複数の GGDEF/EAL 蛋白質をもっており、
大腸菌においては GGDEF ドメインを含む
蛋白質が 19、EAL ドメインを含む蛋白質が
17 存在している。これらのことから、複数存
在する GGDEF/EAL 蛋白質によるシグナル
の感知とセカンドメッセンジャーc-di-GMP
の 合 成 及び 分解 の 制御 、 それ に 伴 う
c-di-GMP によるバイオフィルムや病原性な
どの制御という、全く新しい情報伝達機構が
細菌に存在することが分かってきた。

申請者は、大腸菌の mRNA 結合蛋白質
「CsrA」と２つの small RNA「CsrB 及び
CsrC（CsrB/C）」からなる転写後の遺伝子発
現調節システム「Csr システム」の研究を行

ってきた 3)。Csr システムはバイオフィルム
生成、運動性、病原性、グリコーゲン合成、
糖代謝など、数多くの制御を行っている重要
なシステムである 4)。CsrA はターゲットとな
る mRNAに結合することにより mRNAの安
定性を制御し、翻訳を調節する 4)。CsrB/C
RNA は近年注目されている非翻訳型 small
RNA の一種であり、CsrA に結合し複合体を
形成することで細胞内の CsrA 活性を抑制す
る。Csr システムを制御する遺伝子のスクリ
ーニングの結果、CsrB/C RNA の安定性を制
御する膜貫通型 GGDEF/EAL 蛋白質「CsrD」
を発見した 5)。CsrD は CsrB/C RNA の安定
性を変えることによって、細胞内での CsrA
の活性を調節していることが分かった。しか
し、CsrD は RNA 分解活性を示さず、
c-di-GMP 代謝活性も示さなかった 5)。CsrD
は c-di-GMP 活性を持たない GGDEF/EAL
蛋白質として初めて報告された蛋白質であ
り、RNA の分解に関わるという今までの報
告からは全く想像できなかった新たな機能
を持っていた。
そこで、GGDEF/EAL 蛋白質の今までの知

見と、我々が発見した c-di-GMP 非代謝型
CsrD の研究結果を踏まえ、“c-di-GMP 非代
謝型と代謝型の複数の GGDEF/EAL 蛋白質
がバイオフィルムをどのようなメカニズム
で制御しているのか”という疑問を解明する
本研究の着想に至った。

２．研究の目的
申請者らは、 GGDEF/EAL 蛋白質が

c-di-GMP 代謝酵素であることが明らかとな
り注目されている中、c-di-GMP 代謝活性の
ない GGDEF/EAL 蛋白質を初めて報告した
（Genes & Dev.に発表）5)。しかも、CsrD は
c-di-GMP 代謝活性がないにもかかわらず、
バ イ オ フ ィ ル ム を 制 御 し て い た 。
GGDEF/EAL 蛋白質は細菌に広く分布し、多
くの場合、数十もの GGDEF/EAL 蛋白質が
１つの細菌に存在している 2)。申請者らの
CsrD の発見により、GGDEF/EAL 蛋白質が
c-di-GMP 代謝以外の異なる機能を有する蛋
白質を含む一群であることが考えられる。複
数 の c-di-GMP 代 謝 型 及 び 非 代 謝 型
GGDEF/EAL 蛋白質がどのように細胞内で
機能しているのか非常に興味深い。本研究で
はバイオフィルム形成制御メカニズムの解
明を目的に c-di-GMP 代謝型及び非代謝型
GGDEF/EAL 蛋白質の研究を行った。
(1) c-di-GMP 非代謝型 GGDEF/EAL 蛋白質
CsrD の small RNA安定性制御メカニズムの
解明

Csr システムの RNA 結合蛋白質 CsrA は
バ イ オ フィ ルム の 成分 で ある 多 糖 β



-1,6-GlcNAc ポリマー・PGA の合成酵素遺伝
子の mRNA に結合し翻訳を制御することで
バイオフィルムをコントロールしている 6)。
c-di-GMP 非代謝型 CsrD は CsrA に結合し
CsrAの活性を抑制する２つの small RNAで
ある CsrB・CsrC の分解を促進する。すなわ
ち、CsrD は Csr システム内の small RNA の
安定性を制御することで Csrシステムを制御
し、バイオフィルムの形成を調節している 5)。
Small RNA である CsrB・CsrC の分解には
RNA分解酵素 RNase Eが必須であることが
明らかとなっているものの CsrD がどのよう
に small RNA の分解に関わっているのかは
明 ら か と な っ て い な い 。 CsrD は
GGDEF/EAL ドメインから構成されている
が、c-di-GMP 代謝活性を示さない。しかし、
RNA への親和性が高いことが明らかとなっ
ている。GGDEF/EAL 蛋白質が c-di-GMP 代
謝活性を示すことで注目され、研究が進んで
いる中で、CsrD は GGDEF/EAL 蛋白質であ
りながら c-di-GMP 代謝活性を持たず、small
RNA の安定性を制御するという全く新しい
機能を有する蛋白質として非常に興味深い。
CsrD のアミノ酸配列を c-di-GMP 代謝活性
を示すことが証明されている GGDEF/EAL
蛋白質と比較したところ、c-di-GMP 代謝型
GGDEF/EAL 蛋白質に高く保存されている
アミノ酸残基・領域が、CsrD とそのホモロ
グには保存されていなかった。これらのアミ
ノ酸残基は CsrD 活性には必要ではないと考
えられる。このことから、CsrD の研究は
GGDEF/EAL 蛋白質の新たな機能解明に繋
がると考えられる。よって、CsrD の small
RNA 安定性制御メカニズムの解明を目的と
して研究を行った。また、CsrD は膜貫通型
の情報伝達蛋白質であり、シグナルを感知し
て活性が変化すると考えられる。外界からの
シグナルによって small RNA の安定性が変
化するとの報告はなく、これが明らかとなれ
ば画期的なことである。よって、シグナル伝
達 に 関 与 す る ペ リ プ ラ ズ ム 領 域 や
HAMP-like ドメインの解析を行い、シグナ
ルによる small RNA 安定性制御の有無を明
らかにすることを目的とした。
(2) c-di-GMP 代謝型 AdrA及び YhjHのバイ
オフィルム制御メカニズムの解明

AdrA 及び YhjH は c-di-GMP の代謝を通
じて大腸菌 K-12 株のバイオフィルムを制御
するが、そのターゲットは不明である。サル
モネラや病原性大腸菌の場合は c-di-GMP が
バイオフィルムの主要な多糖成分であるセ
ルロースの合成制御を行っている 7)。しかし、
大腸菌 K-12 株はセルロースを生産せず、バ
イオフィルムの多糖成分はβ-1,6-GlcNAc ポ
リマー・PGA である。したがって、c-di-GMP
は多糖β-1,6-GlcNAc ポリマー・PGA の生産
を制御している可能性が高い。そこで、AdrA

及び YhjHの PGA生産及び PGA合成酵素遺
伝子の発現に与える影響を明らかにする。ま
た、細菌には c-di-GMP 合成酵素と分解酵素
がほぼ同数存在している。さらに、c-di-GMP
の合成・分解は細胞内の局所で行われている
と考えられている。このことから、GGDEF
蛋白質と EAL 蛋白質との関連性を調べるこ
とを目的として研究を行った。

1) P. Ross et al., Nature 325:279-281
(1987)
2) U. Römling et al., Mol. Microbiol. 
57:629-639 (2005)
3) K. Suzuki et al., J. Bacteriol.
184:5130-5140 (2002)
4) T. Romeo, Mol. Microbiol. 29:1321-1330
(1998)
5) K. Suzuki et al., Genes & Dev.
20:2605-2617 (2006)
6) X. Wang et al., Mol. Microbiol.
56:1648-1663 (2005)

３．研究の方法
(1) c-di-GMP 非代謝型 CsrDの small RNA安定
性制御メカニズムの解明
① CsrD 活性に重要な GGDEF/EAL ドメイン
のアミノ酸残基の特定

GGDEF と EAL 両方のドメインは CsrD の
活性に必須であるが、CsrD は c-di-GMP 代謝
活性がなく、c-di-GMP 代謝に必須なアミノ酸
は重要でない。また、CsrD は RNA への高い
親和性を示すことが明らかとなっている。
GGDEF/EAL ドメインでありながら異なる機
能をもつことから、CsrD 活性に重要な領域・
アミノ酸残基は異なると考えられる。そこで、
CsrD 活性に重要な領域・アミノ酸残基を特定
するため、CsrD ホモログに保存されているア
ミノ酸残基を中心に選択し、部位特異的変異
によってアラニン残基に置換した。変異を導
入したプライマーを用い、野生型 csrD 遺伝子
が挿入されたプラスミドを鋳型に PCR を行
い、得られた変異を含む PCR 産物を野生型
csrD 遺伝子の相当する部分と置き換えるこ
とで変異型 csrD 遺伝子を含むプラスミドを
作製した。得られた各種変異を含むプラスミ
ドで csrD 欠損株を形質転換した。それぞれの
プラスミド上の野生型及び変異型 csrD 遺伝
子が発現することによって現れた表現型を
解析することで各々の CsrD 変異体の活性を
比較した。CsrD の活性は比較的測定が容易な
バイオフィルム、csrB 遺伝子の発現、グリコ
ーゲン合成を指標とした。lacZ をレポーター
遺伝子としたcsrB-lacZのβ -ガラクトシダー
ゼ活性を測定することで csrB の発現量を測
定した。また、発現した野生型及び変異型



CsrD には C末端に His6-tagが付加されてい
るため、それぞれの CsrD の発現は His6-tag
に対する抗体を用いたウエスタンブロッテ
ィングにより確認した。
② HAMP-like ドメインの解析

HAMP-like ドメインは HAMP ドメインの
構造 8)との類似性から、膜貫通領域からの情
報を細胞質内のドメインに伝えるシグナル
伝達ドメインであると予測している。CsrD の
ホモログ間では HAMP-like ドメインが最も
よく保存されていることから、CsrD の活性に
重要な領域であると考えられる。そこで、上
記①に示した方法によって部位特異的変異
を導入し、得られた変異型 CsrD 活性を野生
型 CsrD と比較した。また、CsrD のアミノ酸
配列のホモロジー検索及び立体構造予測を
HHpred によって行った。
(2) c-di-GMP 代謝型 AdrA及び YhjHのバイオ
フィルム制御メカニズムの解明
① AdrA 及び YhjH によるバイオフィルム制
御へのセルロース及び PGA の関与

大腸菌 K-12 株のバイオフィルム生産が
GGDEF/EAL 蛋白質・c-di-GMP によって制御
されるが、そのターゲットがβ -1,6-GlcNAc
ポリマー・PGA であるのか、それともセルロ
ースであるのかを確認するため、セルロース
合成酵素遺伝子や PGA 合成酵素遺伝子の欠
失変異株を GGDEF 蛋白質 AdrA及び EAL 蛋
白質 YhjH の遺伝子を挿入したプラスミドで
形質転換し、バイオフィルム生産性を測定し
た。96 穴マイクロタイタープレートで 24 時
間静置培養した後、培養液を除き、形成され
たバイオフィルムをクリスタルバイオレッ
トで染色し、酢酸溶液を添加した後、吸光度
を測定した。
② AdrA及び YhjHによる PGA合成遺伝子の
転写制御

AdrA 及び YhjH が PGA 合成酵素遺伝子の
発現に与える影響を調べるため、レポーター
遺伝子として lacZ を用い、PGA オペロンの
転写調節領域との転写融合遺伝子を大腸菌
の染色体に導入した。得られた菌株を adrA
及び yhjH 遺伝子の発現プラスミドで形質転
換し、β-ガラクトシダーゼの活性を測定した。
③ AdrA 及び YhjH による PGA 合成制御（研
究協力者）

AdrA と YhjH の PGA 生産に及ぼす影響を
調べるため、PGA 合成酵素遺伝子欠失変異株
や adrA 及び yhjH 遺伝子の発現プラスミドで
形質転換した株の PGA生産性を PGA抗体を
用いて測定した。
④ AdrA 及び YhjH の活性測定法の確立、
c-di-GMP 及び l-di-GMP (pGpG)の調製

GGDEF/EAL 蛋白質の活性測定法の確立や
基質となる c-di-GMP 及び l -di-GMP (pGpG)の
調製を行うため、pET システムや pCold を用
い、AdrA 及び YhjH 蛋白質の発現系を構築し

た。

４．研究成果
(1) c-di-GMP 非代謝型 CsrD の small RNA
安定性制御メカニズムの解明

CsrD の機能に重要なアミノ酸残基を見い
だすため、部位特異的変異によってアミノ酸
残基を置換した変異 CsrD の解析を行った。
CsrD ホモログには保存されているが、
c-di-GMP 代謝活性を示す GGDEF/EAL 蛋白
質には保存されていないアミノ酸残基を中
心に 57 選択し、アラニン残基に置換した。
なお、209 番目のアラニン残基はロイシン残
基に置換した。変異 csrD の遺伝子を自身の
プロモーターとともに pBR322 に組み込み、
csrD 欠損株に導入した。変異 CsrD の csrD
欠損株内での発現はウエスタンブロットに
より確認した。変異 CsrD で活性が補完され
た csrD 欠損株において、バイオフィルム形
成、csrB-lacZ の発現、グリコーゲン合成を
測定して CsrD 活性の指標とし、野生型 CsrD
と比較した。活性が顕著に低下した 10 種類
の変異 CsrD が得られ、それらの変異は CsrD
ホモログ間で特に保存性が高い HAMP-like
ドメインと GGDEF ドメインの N 末端領域
に集中していた。CsrD のアミノ酸配列の相
同性検索を行い、相同性を示した蛋白質のう
ち、立体構造が明らかとなっている蛋白質と
のアミノ酸配列の比較によって立体構造を
予測した。その結果、HAMP-like ドメイン
は HAMP ドメインの構造のように２つのα
ヘリックスがコネクターによって繋がって
いる構造であると予測された。さらに、
CsrD・GGDEF ドメインの N 末端領域は長
い α ヘ リッ クス 構 造と 予 測さ れ た 。
HAMP-like ドメインの C 末端側に GGDEF
ド メ イ ンが 位置 し てい る こと か ら 、
HAMP-like ドメインの２番目のαヘリック
スは GGDEF ドメイン N 末端側のαヘリッ
クスに連結している可能性が示唆された。置
換することによって活性が顕著に低下した
アミノ酸残基は HAMP-like ドメインに３残
基、GGDEF ドメインの N 末端領域に５残基
存在したことから、HAMP-like ドメインか
ら GGDEF ドメインに続くと考えられるα-
ヘリックスが CsrD の活性に重要と考えられ
た。HAMP-like ドメインは HAMP ドメイン
との類似性から情報伝達ドメインと予測さ
れ 、 膜 貫 通 領 域 か ら の シ グ ナ ル を
GGDEF/EAL ドメインに伝達する役割を担
っていると考えられる。CsrD がシグナルを
感知することで small RNA の分解を制御し
ている可能性が示唆された。また、EAL ドメ
イン内の部位特異的変異によって活性が上
昇した変異と減少した変異の２種類の変異



CsrD が確認され、EAL ドメインの CsrD 活
性への関与が示唆された。

図１．CsrD のドメイン構造

(2) c-di-GMP 代謝型 AdrA及び YhjHのバイ
オフィルム制御メカニズムの解明

セルロースを生産するサルモネラや病原
性大腸菌において、c-di-GMP はセルロース
合成酵素の活性をアロステリックに調節す
ることによってバイオフィルム形成に影響
を与えていることが分かっている。セルロー
スを生産しないと言われている大腸菌 K-12
株においても、c-di-GMP 代謝活性を示すこ
とが証明されている GGDEF 蛋白質 AdrA 及
び EAL 蛋白質 YhjH は、バイオフィルムの形
成に影響を与えるが、そのメカニズムは明ら
かとなっていない。大腸菌 K-12 株のゲノム
上にはセルロース合成酵素の遺伝子が存在
するため、セルロースの関与も否定できない。
そこで、セルロース合成酵素遺伝子の破壊株
に adrA や yhjH を発現するプラスミドを導入
し、バイオフィルムの生産性を測定した。バ
イオフィルム生産はコントロールと差がな
く、セルロース合成酵素欠失の影響は見られ
なかった。一方、大腸菌 K-12 株が生産する
β-1,6-GlcNAc ポリマー・PGA 合成酵素遺伝
子の破壊株を用いて同様の実験を行ったと
ころ、本来、adrA 及び yhjH の発現はバイオ
フィルムの生産に影響を与えるが、PGA 合成
酵素遺伝子の破壊株では影響が見られなか
った。よって、AdrA や YhjH によるバイオフ
ィルムの調節には PGA が関与していること
が示唆された。次に、AdrA や YhjH が PGA
合成酵素遺伝子の発現に関与しているか否
かを確かめるため、PGA オペロンの転写調節
領域と lacZ との融合遺伝子を染色体に導入
した株を用いて PGA 合成酵素遺伝子の発現
を測定した。adrA や yhjH を発現するプラス
ミドは PGA 合成酵素遺伝子の発現に影響を
与えなかった。一方、抗体を用いた PGA の
測定によって、adrA や yhjH の発現は PGA の
生産に影響を与えることが確認された。よっ
て、AdrA 及び YhjH は PGA 合成酵素遺伝子
の発現以外のメカニズムで PGA の生産を制
御していることが示唆された。さらに、
GGDEF/EAL 蛋白質の活性測定法の確立や
c-di-GMP 及び l-di-GMP の調製のため、pET
システムや pCold を用いた AdrA 及び YhjH
蛋白質の発現系を構築した。しかし、可溶性
の蛋白質として調製することが出来ず、更な
る検討が必要であった。

近年、c-di-GMP 非代謝型 GGDEF/EAL 蛋
白質がいくつか報告されるようになり、
GGDEF/EAL 蛋白質が c-di-GMP 代謝以外の
機能をもつことが認知されるようになって
きた。CsrD は c-di-GMP 非代謝型として初め
て報告された GGDEF/EAL 蛋白質である。本
研究では CsrD の部位特異的変異によって
c-di-GMP 代謝型 GGDEF/EAL 蛋白質とは異
なる点を明らかにした。今後の研究により外
界からのシグナルに応じた small RNAの安定
性制御など、更なる機能の解明が期待される。
また、大腸菌に複数存在する GGDEF/EAL 蛋
白質の役割は十分解明されていない。今後は、
c-di-GMP 合成酵素と分解酵素の関係につい
て更なる研究を続けていきたい。
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