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研究成果の概要（和文）：細菌バイオフィルムの形成制御メカニズムを解明するため、細菌に複

数存在する GGDEF/EAL 蛋白質の機能解析を行った。CsrD は c-di-GMP 非代謝型の
GGDEF/EAL蛋白質であり、増殖期によって活性を変化させて small RNAの安定性を調節す
ることでバイオフィルム形成を制御していることが明らかとなった。一方、GGDEF蛋白質YliF
及び EAL蛋白質 YliEは c-di-GMPの合成及び分解を調節することでバイオフィルム形成を制
御していた。 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of bacterial biofilm formation control, 
we analyzed the function of the GGDEF/EAL proteins in bacteria. GGDEF/EAL protein 
CsrD was not involved in c-di-GMP metabolism and altered the activity in each growth 
phase and controlled biofilm formation by regulating the stability of small RNA. On the 
other hand, YliF (GGDEF protein) and YliE (EAL protein) controlled biofilm formation by 
regulating the synthesis and degradation of c-di-GMP. 
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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。バイオフィルムによる医療器具の汚染
や感染症、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

メリカ合衆国において年間数十億ドルにの
ぼるとされる。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。
バイオフィルム形成の制御については、クオ
ラムセンシングなど様々な研究がなされて
いるが、本研究では新しい情報伝達蛋白質
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「 GGDEF/EAL 蛋白質」に着目した。
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。我々は、
これとは異なり、バイオフィルムを制御する
が c-di-GMP 代謝活性のない GGDEF/EAL 蛋
白質「CsrD」を初めて報告し、CsrDが small 
RNA の安定性を制御していることを明らか
にした 1)。GGDEF/EAL 蛋白質は細菌に広く
分布し、大腸菌やサルモネラなどには数十も
の GGDEF/EAL 蛋白質が存在している 2)。
我々の研究によって GGDEF/EAL蛋白質に分
類される蛋白質は、単なる c-di-GMP 代謝酵
素の一群ではないことが明らかとなった。 
	 c-di-GMP と GGDEF/EAL 蛋白質の研究は
欧米で大変注目され多くの研究成果が報告
されているが、日本での研究報告は少ない。
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つのドメインから構成されている。
GGDEFドメインが c-di-GMP合成酵素であり、
EAL ドメインが c-di-GMP 開環酵素であるこ
とが証明されたのは 2004年以降である 2)。２
つの GMP がリン酸結合し環状化した
c-di-GMPは、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 3)。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分かってき
た 2)。ほとんどの GGDEF/EAL 蛋白質は二成
分制御系・ヒスチジンキナーゼに類似した膜
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)。細菌のゲノム解析によ
って、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きた。
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 種類、EAL ドメインを
含む蛋白質が 17 種類存在している。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、今まで知られてい
なかったが非常に重要な情報伝達機構が細
菌に存在することが明らかとなってきた。 
	 我々は、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 4)。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 5,6)。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 5)。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（図 1、２）1)。CsrDは特異的に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、c-di-GMP代
謝活性を示さず、さらに、非特異的に RNA
に結合した 1)。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、さらに、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。 

 
図２．CsrDのドメイン構造 

 
GGDEF/EAL ドメインの立体構造の解析から、
活性に必須なアミノ酸残基が特定され、それ
によって c-di-GMP 非代謝型 GGDEF/EAL 蛋
白質の存在もより鮮明になってきた 1,7)。CsrD
は何らかのシグナルを感知し、small RNAの
安定性を制御するという全く新しい制御機
構をもつと考えられる。この非常に興味深い
メカニズムの解明に取組むことが本研究の
最大の特色である。 

図１．Csrシステムの制御回路 



 

 

 
２．研究の目的 
	 “なぜ細菌は c-di-GMP非代謝型と代謝型の
しかも複数の GGDEF/EAL蛋白質を持つ必要
があるのか”という疑問に対し、c-di-GMP 非
代謝型 GGDEF/EAL蛋白質「CsrD」の機能と
代謝型 GGDEF/EAL蛋白質の相互作用と新た
な機能を解明することを目的とした。
c-di-GMP は細菌のセカンドメッセンジャー
として細胞内で働き、様々な細菌の生命現象
に関わっていることが明らかとなっており、
よって、GGDEF/EAL 蛋白質が重要な役割を
担っていることが明らかとなってきた。本研
究によって、細菌における c-di-GMP 非代謝
型と代謝型 GGDEF/EAL蛋白質の機能が明ら
かとなり、細菌の生命現象の解明が進むこと
が期待される。 
(1)大腸菌 CsrDの small RNA安定性制御メカ
ニズムを明らかにする。 
	 一般的な c-di-GMP 代謝型 GGDEF/EAL 蛋
白質とは異なり、CsrDが small RNAの安定性
を制御するメカニズムは明らかにされてい
ない。しかも、CsrDは情報伝達蛋白質である
と考えられるため、何らかのシグナルによっ
て small RNAの安定性が制御されていると考
えられるが、このような RNA 安定性の制御
機構は知られていない。よって、small RNA
安定性制御メカニズム解明に焦点を当て、以
下のことを明らかにする。①CsrDホモログ間
に保存されているアミノ酸残基を部位特異
的変異の手法で解析し、CsrD活性に重要な領
域・アミノ酸残基を特定する。また、c-di-GMP
代謝型 GGDEF/EAL蛋白質との相違点を明ら
かにする。②CsrD自身は RNA分解活性を持
たず、CsrB/C RNAは RNase Eによって分解
される 1)。そこで、CsrB/C RNA の RNase E
による切断点の解析等、CsrB/C RNA の分解
過程を明らかにする。また、CsrB/C RNAの 5’-
末端や特徴的な二次構造が RNase Eによる分
解に与える影響についても明らかにする。
③CsrD 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。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安定性制御を明ら
かにする。 
(2)大腸菌 c-di-GMP 代謝型 GGDEF/EAL 蛋白
質のバイオフィルム制御メカニズム及び新
たな機能を明らかにする。 
	 細菌には c-di-GMP 合成酵素と分解酵素が
ほぼ同数存在し、また、c-di-GMPの合成・分
解が細胞内の局所で行われていると予測さ
れていることから、我々は“c-di-GMP 合成酵
素と分解酵素は局所で相互作用している”と
の仮説を立てている。そこで、c-di-GMP合成
酵素と分解酵素の最適な組み合わせについ
て調べ、これらの酵素間の相互作用について

明らかにする。 
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３．研究の方法 
(1)大腸菌 c-di-GMP非代謝型 CsrDの small 
RNA安定性制御メカニズムの解明 
	 ①CsrDの GGDEF/EAL及び HAMP-likeド
メインの解析：CsrDホモログに保存されてい
る複数のアミノ酸残基をアラニン残基に置
換した結果、HAMPドメイン類似の
HAMP-likeドメイン及び GGDEFドメインの
N末端側の領域が重要であることが明らかと
なってきた。そこで、引き続き CsrDホモロ
グに保存されているアミノ酸残基を複数選
択し、アラニン残基に置換した。野生型及び
変異型 csrD遺伝子がクローン化されたプラ
スミドを csrD欠損株に導入し、バイオフィル
ム形成量、グリコーゲン生成量、csrB発現量
（csrB-lacZ）を測定することで変異の影響を
調べた。さらに、変異型 CsrD発現株の培養
液にリファンピシンを添加することで転写
を阻害し、一定時間ごとのサンプリング及び
RNA調製後、ノーザンブロットにより CsrB 
RNAを検出することでCsrB RNAの半減期を
測定した。これらの方法により CsrB RNAの
安定性に対する CsrDへの変異導入の影響を
より詳細に解析した。 
	 ②CsrB/C RNAの分解過程の解析：エキソ
ヌクレアーゼである PNPaseの欠損株 pnpΔ
683において、CsrB RNAの分解中間産物が認
められた。これらは RNase Eによって切断さ
れた後、PNPaseによる分解を受けなかった
RNA断片であると考えられた。これらの
RNA断片（分解中間産物）が CsrBのどの領
域に相当するかを明らかにするためノーザ
ンブロット及びプライマーエクステンショ
ンによる解析を行った。さらに、これらの
RNA断片の 3’-末端を 3’-RACE法によって決
定した。これによって RNase Eによると考え
られる CsrBの切断部位を予測した。さらに、
RNase Eや PNPase以外の各種リボヌクレア
ーゼ変異株における CsrB RNAの半減期を測



 

 

定し、これらリボヌクレアーゼの CsrB RNA
分解への関与を調べた。 
	 ③CsrB RNAの安定性に影響を与える配
列・二次構造：RNase Eによる RNA認識に影
響を与える可能性のある 5’-末端の二本鎖部
分及び CsrB RNAに特徴的な複数のステムル
ープ構造に欠損や変異を導入し、種々の変異
CsrB RNA発現プラスミドを構築した。それ
ら変異 CsrB RNAを発現するプラスミドを
csrB欠損株に導入し、バイオフィルム形成量、
グリコーゲン生成量、csrB発現量（csrB-lacZ）
を測定し、変異 CsrB RNAによる影響を調べ
た。さらに、これら変異 CsrB RNAの半減期
をノーザンブロットにより測定し、安定性へ
の影響を調べた。 
	 ④培養条件による CsrB/C RNAの半減期変
化：既に予備実験で増殖期の違いによる
CsrB/C RNAの半減期の変化が認められてい
る。これは、培養条件によって CsrDの活性
が変化し、その結果 CsrB/C RNAの半減期が
変化したためと考えられた。そこで、対数増
殖期、対数増殖期から定常期への移行期、定
常期における CsrB RNAの半減期をノーザン
ブロットにより測定した。 
(2)大腸菌 c-di-GMP代謝型 GGDEF/EAL蛋白
質のバイオフィルム制御メカニズムの解明
及び新機能の解析 
	 ①機能不明 c-di-GMP代謝酵素の評価：大
腸菌に存在する 29の GGDEF/EAL蛋白質の
うち、機能不明でありしかもオペロンを形成
しているなどGGDEF蛋白質と EAL蛋白質間
の相互作用が予測される 10遺伝子を選択し、
クローン化した。これらを大腸菌で発現させ、
バイオフィルム形成、運動性など、c-di-GMP
代謝によると考えられる表現型を観察した。 
	 ②c-di-GMP合成酵素と分解酵素の組み合
わせ：10遺伝子の評価の結果、GGDEF蛋白
質YliF及びEAL蛋白質YliEを選択した。YliE
と YliFの相互作用の可能性を調べるため、大
腸菌 Two-hybrid systemによって解析した。
YliE及び YliFの c-di-GMP代謝活性を確認す
るため、活性に必須なアミノ酸残基からなる
モチーフを改変した変異 YliE及び YliFを構
築してプラスミド上で発現させ、変異 YliE
及び YliF発現株のバイオフィルム形成や運
動性を野生型と比較した。また、YliE及び
YliFが制御する因子を特定するため、細胞外
多糖 poly-N-acetylglucosamine (PGA) の生産
を行う pgaABCD遺伝子への関与を調べると
ともに、付着性因子生産への影響を確認する
ため CR binding assayを行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)大腸菌 c-di-GMP非代謝型 CsrDの small 
RNA安定性制御メカニズムの解明 
	 c-di-GMP 非代謝型 GGDEF/EAL 蛋白質

「CsrD」の small RNAの安定性制御に重要な
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 を構築し解析を行った。CsrD ホモログ
には保存され、典型的な GGDEF/EALタンパ
ク質には保存されていないアミノ酸残基を
中心に選択し、アラニン残基（一部ロイシン
残基）に置換した。変異 CsrD の活性をバイ
オフィルム形成、csrB-lacZ発現、グリコーゲ
ン合成により測定し、野生型 CsrD と比較し
た。その結果、HAMP-likeドメインと GGDEF
ドメインの N 末端領域に存在するアミノ酸
残基の置換によって CsrD の活性が失われる
かあるいは低下した。GGDEFまたは EALド
メインの欠損によって CsrD の活性は失われ
るが、GGDEF/EAL ドメイン内のアミノ酸残
基置換によって活性が低下する変異体はご
くわずかであった。よって、HAMP-likeドメ
インとそれに続く GGDEFドメインの N末端
領域が CsrD の活性に重要であることが明ら
かとなった。二次構造の予測からこの領域は
長いα-ヘリックス構造になっていると考え
られた。これら変異 CsrDのうち、CsrDの活
性が顕著に低下した 15の変異 CsrDを選択し、
CsrB RNA の半減期を測定した。その結果、
予測通り CsrB RNAの半減期は長くなったも
のの、変異体によって差がみられた。さらに、
対数増殖期、移行期、定常期の各増殖段階に
における CsrB RNAの半減期を調べた結果、
CsrB RNA の半減期のパターンが、変異体に
よって異なることが明らかとなった。このよ
うな増殖段階における半減期の違いを示し
た変異体は、CsrD の膜貫通領域と GGDEF
ドメインの間に存在する HAMP-like ドメイ
ンのアミノ酸残基を置換したものであった。
よって、この領域が CsrB RNAの分解調節に
重要な役割を果たしていると考えられた。 
	 各種 RNase変異株における CsrB RNAの半
減期をノーザンブロットによって調べた結
果、CsrB RNA の分解にはエンドヌクレアー
ゼである RNase Eが必須であり、完全分解に
はエキソヌクレアーゼである PNPase が必要
であることがわかった。PNPase及びエキソヌ
クレアーゼ RNase II遺伝子の二重変異株の解
析から、RNase IIは CsrB分解に関与するが、
必須ではないと考えられた。 
	 PNPase欠損株である pnpΔ683株において
複数の CsrB RNA分解中間産物が確認される。
CsrB RNAの 5’及び 3’末端側のプローブによ
るノーザンブロットとプライマーエクステ
ンションによる解析によって、これら分解中
間産物の 5’末端は野生型 CsrB RNAと一致し、
3’末端が異なっていることが明らかとなった。
CsrB RNA分解中間産物の 3’-末端を 3’-RACE
法によって決定した結果、3’末端は 9 つの領
域（グループ A〜I）に分類され、主要な分解
中間産物は 5’-末端から 250 塩基付近までの



 

 

ものであった。pnpΔ683株で認められる分解
中間産物は、最初に RNase Eによって分解さ
れた後、PNPaseによる分解を受けずに蓄積し
たと考えられた。 
	 3’-RACE 法による解析で得られた 3’-末端
は、RNase Eによる切断で生じた末端である
と予測された。その多くが CsrB RNAに特徴
的なステムループの 3’末端側であった。これ
らステムループ構造のループ部分には CsrA
結合配列 CAGGA(U/A/C)Gが存在する。そこ
で、CsrB RNA に複数存在するステムループ
構造を削除した各種変異 csrB 遺伝子をプラ
スミドにクローン化して csrB 欠損株で発現
させ、バイオフィルム形成量、グリコーゲン
生成量、csrB発現量（csrB-lacZ）を測定する
ことで変異の影響を調べた。さらに、ノーザ
ンブロットにより半減期を測定した。CsrB変
異体の作製にあたっては変異 CsrB の二次構
造を m-foldにより予測し、既存のステムルー
プ構造に変化が認められないことを確認し
た。これらの結果、ターミネーターのステム
ループ構造直前の一本鎖領域が存在しない
場合、その変異 CsrB RNAの半減期が極端に
長くなることが明らかとなった。よって、こ
の領域が CsrB分解に重要であり、RNase Eに
よる CsrB RNAの切断開始領域である可能性
が示唆された。CsrDは RNase Eによる CsrB 
RNA の最初の切断に影響を及ぼすと考えら
れる。 
(2)大腸菌 c-di-GMP代謝型 GGDEF/EAL蛋白
質のバイオフィルム制御メカニズムの解明
及び新機能の解析 
	 大腸菌 MG1655 株において、機能未知の
GGDEF/EAL蛋白質をコードする 10種の遺伝
子をクローン化し、それらの過剰発現株でバ
イオフィルム形成量や運動性を調べた。その
結果、GGDEF 蛋白質 YliF 及び EAL 蛋白質
YliEで顕著な差が表れ、以後は YliE及び YliF
について解析することとした。YliEはバイオ
フィルム形成量を減少させ、運動性を増加さ
せた一方、YliFはバイオフィルム形成量を増
加させ、運動性を減少させた。c-di-GMPはバ
イオフィルム形成量を増加させ、運動性を減
少させることから、YliE と YliF はそれぞれ
c-di-GMPの分解、合成活性を示すと考えられ
た。yliE, yliFは遺伝子の配置からオペロンを
形成していることが示唆され、それぞれがバ
イオフィルム形成量と運動性において反対
の表現型を示したことから、大腸菌に複数存
在する GGDEF/EAL 蛋白質のうち、YliE と
YliF が対となって機能している可能性が示
唆された。大腸菌には 29 もの GGDEF/EAL
蛋白質が存在し、GGDEF蛋白質と EAL蛋白
質がほぼ同数となっている。我々は、GGDEF
蛋白質と EAL蛋白質の組み合わせが存在し、
これらが相互作用をすることによって細胞
局所で c-di-GMP の合成分解を行い、特異的

な作用を示しているとの仮説を立てている。
そこで、YliE—YliF 間の相互作用を調べるた
め、Two-hybrid systemによる解析を進めてい
る。 
	 YliE、YliFがバイオフィルム形成に与える
影響を調べた結果、CR binding assay により
YliEの過剰発現株で付着性が減少した。よっ
て、YliEは付着因子生産を抑制することによ
りバイオフィルム形成量を減少させる可能
性が示唆された。また、バイオフィルムの主
成 分 で あ る 細 胞 外 多 糖 、
poly-N-acetylglucosamine (PGA) の生産に関
与する遺伝子 pgaABCD オペロン依存的にバ
イオフィルム形成量を増加させた。 
	 YliE及び YliFによる表現形が c-di-GMPの
代謝活性によるものかを調べるため、部位特
異的変異導入により YliEの EALモチーフを
AALに、YliFの GGDEFモチーフを GGAAF
に変化させ c-di-GMP 代謝活性を欠損させた
変異体を作製した。それら変異体が導入され
た株は、バイオフィルム形成量、運動性、付
着因子生産などの表現型が野生型の YliE 及
び YliFとは異なる結果を示した。これらの結
果から、YliEと YliFは c-di-GMPを分解・合
成することで、バイオフィルム形成、運動性
等に影響を与えていると考えられた。 
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