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研究成果の概要（和文）：齲蝕に関係している口腔連鎖球菌の Streptococcus mutansは抗菌剤
のバシトラシンに耐性である。この耐性遺伝子を制御している二成分制御系の発現機構をレス

ポンスレギュレーターの変異株を用いて検討した。その結果、外界の刺激を検知したセンサー

キナーゼにより、５４番目のアスパラギン酸がリン酸化されたレスポンスレギュレーターが排

出ポンプと考えられるトランスポーター遺伝子のプロモーター領域に特異的に結合し、発現を

促進する事が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans, a major etiological agent of dental caries, is 
resistant to bacitracin. We studied the mechanisms of two-component signal transduction 
system (TCS) that controlled the expression of the bacitracin resistant operon. As a result, 
under the bacitracin stimulation the response regulator of TCS specifically bind to a 
putative promoter region of ABC transpoter genes, then accelerate the expression of these 
genes. The mutant that substituted asparagine for aspartic acid at position 54 could not 
bind to a putative promoter and also shows the susceptibility to bacitracin. 
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１．研究開始当初の背景  
	
 細 菌 感 染 症 の 治 療 に お い て 重 要
な 問 題 点 の １ つ は 薬 剤 に 対 す る 耐
性機構であり、そのメカニズムを理
解 す る 事 は 正 し い 治 療 を 行 う 上 で
も重要なポイントとなる。この耐性
機構の１つに ABC トランスポータ

ー に よ る 細 胞 外 へ の 汲 み 出 し が あ
り、これは複数の基質に働き多剤耐
性 を 付 与 す る 原 因 に も な る 事 が 知
られている。  
	
 ま た 細 菌 に は セ ン サ ー キ ナ ー ゼ
と レ ス ポ ン ス レ ギ ュ レ ー タ ー か ら
なる二成分制御系があり、様々な外
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界の刺激を感知し、その支配下にあ
る遺伝子（群）の発現をコントロー
ル す る 事 で 環 境 に 適 応 す る 事 が 知
られている。近年、グラム陰性菌で
は 薬 剤 排 出 ト ラ ン ス ポ ー タ ー が こ
の 二 成 分 制 御 系 に よ っ て そ の 発 現
を制御され、多剤耐性を示す事が明
らかにされつつあるが、連鎖球菌な
ど グ ラ ム 陽 性 菌 で は ま だ そ の 研 究
は始まったばかりである。  
 
２．研究の目的  
	
 過 去 に 申 請 者 の 研 究 室 に お い て
同定された S .  m utans のバシトラ
シン耐性に関する遺伝子は、その塩
基配列から ABC トランスポーター
と 二 成 分 制 御 系 の 遺 伝 子 で あ る 事
が予想される。そこで本研究では遺
伝 子 上 か ら 予 想 さ れ る バ シ ト ラ シ
ン 耐 性 機 構 を 分 子 レ ベ ル で 明 ら か
にする。それは、バシトラシン刺激
に始まり、排出タンパク質の誘導産
生 へ の 情 報 伝 達 経 路 の 流 れ を 確 認
することである。  
	
 ま た 排 出 ポ ン プ に よ る 薬 剤 耐 性
はしばしば多剤耐性を示す。そこで
本 研 究 で 明 ら か に さ れ る 耐 性 機 構
が 多 剤 耐 性 を 示 す か も 他 の 薬 剤 や
消毒剤を用いて確認する。  
 
 
３．研究の方法  
	
 （ １ ）Ａ Ｂ Ｃ ト ラ ン ス ポ ー タ ー
お よ び 二 成 分 制 御 系 遺 伝 子 の 欠
損 変 異 株 の 作 成 。 それぞれの遺伝
子の一部をエリスロマイシン耐性
遺伝子のカッセットと置き換えた
ＤＮＡ断片を作製し、相同組み換え
によって染色体上の正常遺伝子と
置き換わった変異株を得る。 	
 
	
 （ ２ ）リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ
る 遺 伝 子 の 発 現 測 定 。作製したそ
れぞれの欠損株と野生株のバシト
ラシン暴露によるＡＢＣトランス
ポーター遺伝子の発現の変化をｍ
ＲＮＡの量的変化としてリアルタ
イムＰＣＲで比較する。 	
 
	
 （ ３ ）セ ン サ ー キ ナ ー ゼ（ Ｓ Ｋ ）
と レ ス ポ ン ス レ ギ ュ レ ー タ ー（ Ｒ
Ｒ ）遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 発 現 。
データーベースからＳＫあるいは
ＲＲのプライマーを設計し、野生株
の染色体ＤＮＡを鋳型としたＰＣ
Ｒ反応でそれぞれの遺伝子を含む
ＤＮＡ断片を得る。これを His タ グ
を有する発現ベクターに繋ぎ、 His
タ グ融合タンパクとして大腸菌内

で大量発現させ、ニッケルカラムに
よるアフィニテイークロマトグラ
フィーで精製する。 	
 
	
 （ ４ ）ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に よ
る Ｒ Ｒ と A B C ト ラ ン ス ポ ー タ ー
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 と の
結 合 。 データーベースから ABC ト
ランスポーター遺伝子のプロモー
ター領域を含むＤＮＡ断片をＰＣ
Ｒで増幅し、ＤＩＧでラベルしたプ
ローブとして準備する。精製ＲＲと
プローブの結合をポリアクリルア
ミド電気泳動で移動度の差として
検出する。またＲＲのアミノ酸置換
変異体を作製し、プロモーターとの
結合に重要な部位を同定する。 	
 
	
 
４．研究成果 	
 	
 
	
 （ １）二成分制御系（ SK、RR）お
よび ABC ト タンスポーター遺伝子
の 欠 損 変 異 株 の バ シ ト ラ シ ン 感 受
性は野生株に比べて亢進していた。
また SK の欠損株を用いてバシトラ
シン暴露後の ABC ト ランスポータ
ー 遺 伝 子 の 発 現 を リ ア ル タ イ ム
PCR で 検討した。その結果、野生株
では薬剤暴露後 ABC ト ランスポー
タ ー 遺 伝 子 は 、 転 写 レ ベ ル で 100
倍 以上に上昇するのに比べ、 SK 欠
損 株 で は 全 く 変 化 が 見 ら れ な か っ
た。このトランスポータ遺伝子は二
成 分 制 御 系 に よ り そ の 発 現 を コ ン
ト ロ ー ル さ れ て い る 事 が 明 ら か に
なった。 	
 
	
 
（２）クローン化した SK および RR
遺 伝子を大腸菌内で発現させ、 His
タ グ を 利 用 し て タ ン パ ク 質 の 精 製
を試みた。 SK タ ンパク質はインク
ルージョンボデイを形成したが、RR
タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 の タ ン パ ク と
して得られた。 	
 
	
 この精製 RR を用いて RR と ABC
ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー 領 域 の 相 互 作 用 を ゲ ル シ フ
トアセイ法で検討した。その結果、
RR は プロモーター領域を含む DNA
に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ
た。 	
 
	
 
（３）次に RR がプロモーターに結
合 す る た め に 必 要 な ア ミ ノ 酸 の 同
定を試みた。いくつかの他の細菌に
おいて RR の結合にはアミノ末端領
域 に あ る 保 存 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン
酸 の リ ン 酸 化 が 必 須 で あ る こ と が
知 ら れ て い る 。 本 研 究 に お け る



 

 

S.mutans で は ５４番目のアスパラ
ギ ン 酸 が 候 補 と な り 得 る 。 そ こ で
PCR 法 で こ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 を ア
ス パ ラ ギ ン に 置 換 し た 変 異
RR(D54N)遺 伝子を作製し、大腸菌内
で 発 現 後 、 精 製 し た 。 こ の 変 異
RR(D54N)タ ンパク質は野生型 RR の
よ う に プ ロ モ ー タ ー 領 域 に は 結 合
で き な い こ と が ゲ ル シ フ ト ア ッ セ
イで確認された。 	
 
	
 従って、外界のバシトラシンを感
知した SK によって RR の５４番目の
ア ス パ ラ ギ ン 酸 が リ ン 酸 化 さ れ
(P-RR),そ の P-RR が ABC ト ランスポ
ーターのプロモーターに結合し、排
出ポンプとしての ABC ト ランスポ
ーターの高発現を促し、バシトラシ
ン耐性を示すものと考えられる。 	
 
	
 
（４）以上は in	
 vitro で 得られた
結果である。 In	
 vivo で も同様な現
象 が 起 こ る か を 染 色 体 上 に 変 異 遺
伝子 RR(D54N)を 導 入し、その変異
株 の バ シ ト ラ シ ン 感 受 性 を 調 べ る
ことで検討した。下記の表に示すと
おり RR 欠損株と同様に RR(D54N)変
異 株 は 野 生 株 に 比 較 し て バ シ ト ラ
シンに対する MIC が 顕著に低下し
ていることが明らかになった。 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
表 	
 バ シトラシンに対する MIC の
比較 	
 
	
 	
 UA159:	
 S.mutans	
 野 生 株 .	
 
KD1113:	
 S.mutans	
 RR	
 欠 損 株 .	
 
KD1108:	
 S.mutans	
 RR(D54N).	
 

S t r a i n 	
 M I C 	
 
( U / m l ) 	
 

U A 1 5 9 	
 4 . 0 	
 

K D 1 1 1 3 	
 0 . 0 7 3 	
 

K D 1 1 0 8 	
 0 . 0 8 4 	
 

	
 
（ ５）今回解析した ABC ト ランスポ
ーターは現在までに他の薬剤、消毒
剤 に 対 し て は 機 能 し て い る 結 果 は
得られていない。バシトラシンに特
異性を示している。しかしながら、
こ の 二 成 分 制 御 系 に よ っ て 誘 導 さ
れる遺伝子をリアルタイム RT-PCR
法 で検索した結果、機能未知の二つ
の 単 独 遺 伝 子 と 一 つ の オ ペ ロ ン を
データーベース上で同定した。これ

ら の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に
は共通な配列が確認され、この二成
分 制 御 系 に よ っ て 転 写 制 御 を 受 け
ている可能性が示された。これらの
機能未知の遺伝子の in	
 vivo で の役
割に興味が持たれる。 	
 
	
 ヒ ス チ ジ ン ー ア ス パ ラ ギ ン 酸 リ
ン 酸 化 経 路 で 作 用 す る 細 菌 の 二 成
分制御系は、動物細胞には見いださ
れていない。従って、このシステム、
特 に 外 部 環 境 の 感 知 に 働 く セ ン サ
ー キ ナ ー ゼ は 新 規 の 抗 菌 剤 の 標 的
として有望である。またその支配下
にある ABC ト ランスポーターが複
数の基質を認識すれば、多剤耐性菌
に 対 す る 選 択 毒 性 の 高 い 抗 菌 剤 の
開発に寄与できる可能性がある。 	
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