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研究成果の概要（和文）：これまでに枯草菌のみにしか確認されていなかった、翻訳後修飾によるトリプトファ
ン残基のプレニル化が、放線菌やシアノバクテリアなどの様々なバクテリアに広く存在する普遍的な翻訳後修飾
の様式であることが判明した。さらに、トリプトファン残基ではなくヒスチジン残基のプレニル化酵素をシアノ
バクテリアから発見した。他の修飾様式を含めたヒスチジン残基の修飾酵素の報告例は全くなく、新規性の非常
に高い翻訳後修飾酵素であった。

研究成果の概要（英文）：Although post-translational prenylation of tryptophan residue had been 
identified only in Bacillus subtilis, it was found to be a universal pattern of post-translational 
modification widely observed in various bacteria, including Actinomycetes, Cyanobacteria, 
Chloroflexi, and Clostridia. Furthermore, post-translational prenylation enzyme of histidine residue
 has been identified from Cyanobacteria. It shows extremely high novelty because there is no report 
for post-translational modification of histidine residue at all.

研究分野：天然物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに枯草菌のみにしか確認されていなかった、翻訳後修飾によるトリプトファン残基のプレニル化が、放
線菌やシアノバクテリアなどの様々なバクテリアに広く存在する普遍的な翻訳後修飾の様式であることが判明し
た。さらに、トリプトファン残基ではなくヒスチジン残基のプレニル化酵素をシアノバクテリアから発見した。
他の修飾様式を含めたヒスチジン残基の修飾酵素の報告例は全くなく、新規性の非常に高い翻訳後修飾酵素であ
った。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 増殖の早い細菌にとって集団の数 (密度) は重要な環境要因であり、クオラムセンシングと呼
ばれる密度依存的な遺伝子発現制御機構により様々な現象を引き起こす。例えば、抗生物質や毒
素の生産、バイオフィルムの形成、胞子形成や形質転換、生物発光など特徴的な多くの現象がク
オラムセンシングによって制御されている。クオラムセンシングにおける細菌の密度感知方法
は単純明快で、クオラムセンシングフェロモンと呼ばれるケミカルシグナルを常に分泌するこ
とである。すなわち、集団の密度をフェロモンの濃度に置き換えて感知しており、フェロモンが
細菌の振る舞いを制御しているとも言える。 
 グラム陽性細菌である枯草菌は、クオラムセンシングにより自発的に形質転換を行うが、それ
を誘導するフェロモンが ComX フェロモンである。応募者らは、ComX フェロモンが、トリプト
ファン残基のイソプレニル化という新規翻訳後修飾を受けたオリゴペプチドであることを解明
し [1]、フェロモン活性を発現するためにはこの修飾構造が必須であることも明らかにした [2]。
一般的に、翻訳後修飾によるイソプレニル化とは、システイン残基のイソプレニル化のことを言
い、担子菌の接合管の形成を誘導する性フェロモンに初めて発見された [3]。その後、がん遺伝子
産物である K-Ras などからも見つかり抗がん剤の標的タンパク質としての研究も行われている。
現在ではシステイン残基のイソプレニル化は、真核生物に普遍的に存在し、タンパク質の機能発
現を制御する翻訳後修飾であることが判明しているが、原核生物には存在しない。以上の学術的
背景と両修飾様式の類似性から、トリプトファン残基のイソプレニル化は、原核生物に広く存在
するタンパク質やペプチドの機能発現を制御する翻訳後修飾ではないかと考えた (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 仮に、システイン残基の場合と同様にトリプトファン残基のイソプレニル化が他の原核生物
にも存在するならば、イソプレニルトリプトファンを有する未知のペプチドフェロモン、または
機能性タンパク質が他にも存在する可能性が極めて高く、翻訳後修飾を介した新規制御機構の
発見という卓越した成果が得られる。そこで、様々な細菌からイソプレニルトリプトファンを有
する修飾ペプチドを探索し、その機能の解明を目的に研究することにした。 
 残念ながら、ComX フェロモンは難溶性であり分泌量も少なく、イソプレニルトリプトファン
部分が化学的に不安定であったことから、培養液からの精製は極めて困難であった。さらに、
ComX フェロモンのアミノ酸配列が菌株ごとに大きく異なり、トリプトファン残基以外の相同性
が見いだせないため、今のところ、ランダムスクリーニングや相同性検索による発見例はなく、
近縁種の納豆菌を含む枯草菌 7株しかその存在が確認されていない (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. ComX フェロモンのアミノ酸配列と修飾構造. 
ComX フェロモンは菌株ごとにアミノ酸配列が大きく異なるが、唯一保存されている

トリプトファン残基のガンマ位がイソプレニル化され、さらにプロリン様の五員環が

形成されている． 

図 1. システインとトリプトファンの翻訳後修飾によるイソプレニル化の比較. 
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 一般的に、クオラムセンシングフェロモンは種特異的に作用するため、細菌はフェロモンとい
うそれぞれ異なったケミカルを言語として用いて会話をしていると言え、例えば腸内のような
様々な細菌が共存する細菌叢においては様々なフェロモンが様々な濃度で存在していることに
なる。一方で、宿主はフェロモンに対する感知能力を独自に獲得し、サイトカインを分泌するな
どの適応行動をする、すなわち、細菌の会話を盗み聞きしていることが近年明らかとなっている 
(図 3)。したがって、翻訳後修飾を受けたペプチドフェロモンを介した異種間クロストークの解
明研究へと展開可能であり、極めて先駆的、独創的な研究課題であると言える。また、前述した
ように、多くの現象がクオラムセンシング機構により制御されるため、クオラムセンシングを利
用した医薬品開発や産業応用研究が精力的に進められている。特に、クオラムセンシング機構を
阻害しても細菌が死滅するわけではなく、現象のみを特異的に誘導または抑制できるため、従来
の抗菌剤では本質的に避けられない問題である薬剤耐性菌の出現を抑制できる理想的な抗菌剤
である抗クオラムセンシング剤の開発に貢献できる成果となることが期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 前述のように ComX フェロモンには相同性が見いだせないため、トリプトファンプレニル化
酵素 ComQ に着目した相同性検索を行った。しかし ComQ はプレニル二リン酸合成酵素と相同
性があるため、BLAST検索や HMM検索を用いて ComQ をクエリーとした相同性検索を行った
ところ、既知のプレニル二リン酸合成酵素が上位に検出された。そこで ComQ の酵素活性に重
要な役割を果たす擬イソペンテニル二リン酸結合モチーフに着目した。プレニル二リン酸結合
モチーフを有する約 10万種のタンパク質から、プレニル二リン酸合成酵素様のイソペンテニル
二リン酸結合モチーフではなく、ComQ 様の擬イソペンテニル二リン酸結合モチーフを有するタ
ンパク質を選別したところ、約 500 種類のタンパク質が選別でき、既知の ComQ を除くと、こ
れらは全て機能未知の細菌由来タンパク質であった。その中から、枯草菌や納豆菌の属するフェ
ルミキュテス門バチルス網以外のシアノバクテリア門由来や、放線菌門由来や、クロロフレクサ
ス門由来の候補タンパク質をコードする人工 DNA をそれぞれ購入した。また、嫌気性細菌であ
るフェルミキュテス門クロストリジア網細菌が入手可能であったので購入し、その DNA を鋳型
に用いて、発現プラスミドを作製し、大腸菌にて過剰発現を行った。なお、基本的に C 末端に
His タグを導入したが、不溶性タンパク質となってしまった場合には N末端に His タグを導入し
た発現プラスミドを作製し、大腸菌にて過剰発現を行った。。一方で、基質となるトリプトファ
ン含有ペプチドについては、トリプトファンそのものの誘導体や 2 残基目にトリプトファンを
有するトリペプチドを化学合成により準備した。さらに、各種プレニル二リン酸 (ジメチルアリ
ル二リン酸、ゲラニル二リン酸、ファルネシル二リン酸) も化学合成により準備した。化学合成
した各種基質ペプチドと、各種プレニル二リン酸、各種候補タンパク質水溶液をそれぞれ用いて、
Mg2+存在下、in vitro プレニル化反応を行った。得られた反応液を ComX フェロモン検出法を参
考にした LC-MS/MS 分析法を用いてプレニルトリプトファン誘導体もしくは含有ペプチドの検
出を行った。 
 
４．研究成果 
 放線菌門由来の候補タンパク質は、トリプトファン誘導体とファルネシル二リン酸を用いた
in vitro ファルネシル化反応により、トリプトファンプレニル化酵素であることが判明した。ま
た、シアノバクテリア門由来やクロロフレクサス門由来の候補タンパク質は、2 残基目にトリプ
トファンを有するトリペプチドとファルネシル二リン酸を用いた in vitro ファルネシル化反応に
より、トリプトファンプレニル化酵素であることが判明した。また、フェルミキュテス門クロス
トリジア網細菌由来の候補タンパク質は、トリプトファン誘導体もしくは 2 残基目にトリプト
ファンを有するトリペプチドと、ファルネシル二リン酸を用いた in vitro ファルネシル化反応に
より、トリプトファンプレニル化酵素であることが判明した。以上の結果から、トリプトファン
残基のプレニル化は原核生物に広く存在するタンパク質やペプチドの翻訳後修飾様式であるこ
とが判明した。一方で、シアノバクテリア由来の候補タンパク質とゲラニル二リン酸を用いて in 

図 3. フェロモンを介した異種間クロストークの模式図と修飾ペプチドフェロモンの概要. 
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vitro ゲラニル化反応を行ったところ、トリプトファン残基ではなく、ヒスチジン残基のゲラニ
ル化酵素であることが判明した。他の修飾様式を含めたヒスチジン残基の修飾酵素の報告例は
全くなく、新規性の非常に高い酵素であることが判明した。 
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