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研究成果の概要（和文）： 
 原核生物の浸透圧ストレス適応とポリアミンの関わりを理解することを目的とし、単分子
FRET の技術を用いて、ポリアミン輸送体と同じファミリーに属する ABC トランスポーターの
一分子観察を行い、基質輸送メカニズムの解明に挑んだ。また、ラン藻におけるポリアミン生
合成と塩ストレス適応の相関解明に向け、アルギニン脱炭酸酵素(ADC1, ADC2)の破壊株を造成
し、ADC1, ADC2 がバイオフィルム形成による塩ストレス適応に重要な役割を果たすことを明
らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The purpose of this study is to understand the relationship of intracellular polyamine 

and osmotic stress adaptation in bacterial cells. We investigated the polyamine transport 

mechanism of the ABC transporter by using the single molecule FRET technology. In 

addition, we reveal the contribution of polyamine synthetic enzymes (ADC1 and ADC2) to 

biofilm formation in Synechocystis sp. PCC 6803 under salt stress condition by means of 

adc1 and adc2 gene knockout mutants. 
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１．研究開始当初の背景 
 ポリアミンは正に帯電した低分子の脂肪
族炭化水素の総称で、ほぼすべての生物に存
在しており、細胞分裂や DNA の複製、タン
パク質の合成促進などの細胞内の過程や、各
種ストレス適応などにおいて重要な役割を
果たしている。哺乳動物では、脳梗塞や腎不
全といった重篤な生活習慣病と、ポリアミン

の代謝産物であるポリアミンオキシダーゼ
やポリアミンの代謝産物であるマクロレイ
ンの絶対量に強い相関関係があることが明
らかになってきており、これらの疾患の早期
発見のためにバイオマーカーとしての利用
が期待されている。このように医学面で大き
な注目を集めるポリアミンであるが、植物や
微生物に関しても、ポリアミンの細胞内濃度
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が各種ストレスに応答して変動することか
らポリアミンが環境ストレス適応に関与し
ていることが示唆されている。 

ポリアミンは、このように生物の存在に必
須である一方、過剰に存在すると生育を阻害
するため、細胞内のポリアミン濃度は厳密に
調節されており、その調節機構を理解するこ
とは重要である。 
 
２．研究の目的 
本課題研究では、様々な環境に適応して生

存する微生物（大腸菌、ラン藻）の浸透圧ス
トレス適応とポリアミンの関わりについて、
明らかにすることを目的とした。 
 生体内におけるポリアミンの含量は、①生
合成、②分解、③取り込み、④排出によって
厳密に制御されている。本研究では、①生合
成（研究内容３）、③取り込み（研究内容２）、
④排出（研究内容１）に着目し、微生物のス
トレス適応におけるポリアミンの役割の解
明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) Mdt 系のポリアミン輸送機能の解析 
ポリアミンの排出（④）に関しては、大腸

菌のポリアミン排出トランスポーター(MdtI, 
MdtJ) の存在が報告されたのみで (Higashi 
K. et al, (2008) J. Bacteriol., 190: 
872-878)、詳細な機能解析は行われていない。
そこで、本研究では、大腸菌からポリアミン
排出輸送体(MdtJ, MdtI)をコードする遺伝子
をクローニングし、大腸菌を宿主とした膜蛋
白質発現用プラスミドpTrc99Aによる発現系
の構築を行った。さらに、界面活性剤を用い
た精製系の構築を行い、人工膜小胞（プロテ
オリポソーム）再構成系を用いて、Mdt 系
(MdtI, MdtJ) の詳細な機能の解析を試みた。 
 
(2) 一分子 FRET を用いた膜輸送体の輸送体
の動的構造変化の解析 
大腸菌においてポリアミンの取り込み

(③)は PotABCD の 4種類のタンパク質 
(PotA, ATPase; PotB と PotC, 膜タンパク
質; PotD, 基質結合タンパク質）により構成
される ABC トランスポーターによって行わ
れることが明らかにされた(Kashiwagi K, 
(1993) J. Biol. Chem.)。輸送体は、基質輸
送時にダイナミックな構造変化を伴うと推
定されている。そこで、ポリアミン輸送体の
動的な構造変化をリアルタイムで観察する
ため、リポソーム上の輸送体一分子内で起こ
る FRET の計測技術を開発を行った。本手法
は、膜輸送体を精製し、膜輸送体に蛍光ラベ
ルを導入する。次に、輸送体をリポソームに
再構成し、単分子蛍光観察装置を用いて単分
子の蛍光発色団からの蛍光強度の変化を観
察する手法である（図１）。 

図１ 一分子 FRET による構造変化解析概要 
 
(3) 細胞内ポリアミン濃度と塩ストレス耐
性の相関解析 
ラン藻 Synechocystis sp. PCC6803 は、シ

アノバクテリアの中でもっとも早くにゲノ
ム解析が終了し、光合成生物のモデル生物と
されている。また、比較的変化の大きい環境
に適応し、生育することが可能である。これ
までの研究から、Synechocystis sp. PCC6803
は、高塩濃度培地においてバイオフィルムを
形成するが、ソルビトールによる浸透圧スト
レスでは形成しないことを見出した。
Synechocystis sp. PCC6803 は、塩ストレス
特異的にバイオフィルムを形成することで
外部環境と菌体を隔離し、自身を保護してい
ると示唆された。ラン藻におけるポリアミン
生合成経路の解明に向け、アルギニン脱炭酸
酵素(ADC1, ADC2)の破壊株を作製し、高浸透
圧培地における生育を観察した。さらに、細
胞内ポリアミン量やバイオフィルム形成量
の定量を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Mdt 系のポリアミン輸送機能の解析 
 大腸菌を宿主として、MsbA を細胞膜に発

現させ、菌体を破砕後、超遠心により膜画分
を取得した。界面活性剤DDMを用いて可溶化、
Ni-NTA アフィニティーカラムを用いて、部
分精製した。さらに、ゲル濾過クロマトグラ
フィー(Superdex 200 column)に供し、完全
精製タンパク質を取得した。精製蛋白質をリ
ポソームに再構成し、詳細な輸送キネティク
ス解析を進めている。 
 
(2) 一分子 FRET を用いた膜輸送体の輸送体
の動的構造変化の解析 
ポリアミン排出輸送体の基質輸送メカニ

ズム解明に向け、輸送体一分子内で起こる
FRET の計測技術を用いて、ポリアミン輸送体
と同じファミリーに属するABCトランスポー
ターMsbA の一分子観察を行った。 



 

 

① 分子構造から一分子 FRET に適したラベ
ル導入部位を検討し、可溶化精製したタンパ
ク質を蛍光試薬(Alexa532)でラベルし、蛍光
強度の変化を検討した。（図２） 

図２ 蛍光ラベル導入カ所の検討 
 
② 発現・精製法の確立 

大腸菌を宿主として、MsbA を細胞膜に発現
させ、菌体を破砕後、超遠心により膜画分を
取得した。界面活性剤 DDM を用いて可溶化、
Ni-NTA アフィニティーカラムを用いて、部
分精製した。さらに、ゲル濾過クロマトグラ
フィー(Superdex 200 column)に供し、完全
精製タンパク質を取得した。 
③ 蛍光ラベル方法の確立 
MsbA の結晶構造から蛍光導入箇所を検討し、
12種類の single cysteine 変異体の作製を
行った。Ni-NTA で部分精製した single 
cysteine 変異体を 2種類の異なる蛍光色素
(Alexa532, Alexa647)でラベルし、ゲル濾過
クロマトグラフィー(Superdex 200 column)
に供し、フリーの蛍光色素を取り除いた。さ
らに、自作した高感度蛍光分光計を用いて
ATP 加水分解による蛍光強度の変化を観察し
た。 
④ リポソームの観察 
蛍光物質 Alexa532 を封入したリポソームを
一分子蛍光観察装置の流路に流し、リポソー
ムがフローセル内の流路を流れる様子を観
察し、リポソームを輝点として観察した。 
⑤ 二色蛍光同時観察装置の開発 
ダイクロイックミラーを用いて蛍光をCH1 
(550 – 600 nm)と CH2 (600 nm - ) に分解し、
CCD カメラ上の異なる位置にイメージングで
きるように改良を加えた。これによって、二
色の蛍光を同時に観察することが可能とな
った。 
⑥ 一分子FRETの観察に適した変異体の探索 
任意のアミノ酸残基を Cys 残基に置換した 6
つの Single Cysteine 変異体を作製した。導
入した Cys 残基を Alexa532 maleimide で修
飾し、ATP 有・無の条件下で自作の高感度蛍
光分光光度計を用いて蛍光強度の変化を観
察した。3つの変異体において ATP 存在下で
優位な蛍光強度の増強が観察された。 

⑦ 一分子蛍光観察装置による解析 
⑥で取得した変異体を一分子蛍光観察装

置に流し、ATP 有・無において、一分子蛍光
強度の時系列データを取得した。一分子蛍光
強度分布から、ATP の添加により50-100 a.u. 
程度の強光側へのピークのシフトが観察さ
れた。また、LES (Local equilibrium state) 
解析から、複数の構造状態が存在することが
示唆された。 
⑧ ABCトランスポーターのATP加水分解メカ
ニズム解析 
ABC トランスポーターの ATP 加水分解反応

と構造変化の相関を明らかにするため、ATP, 
加水分解されない ATP アナロ

グ), ADP/Vi の添加による蛍光強度の変化を
観察した（図３）。 
ATP 添加により蛍光強度は増強されたが、

添加では蛍光強度に変化がな
かった。また、ADP 添加ではATP 添加時と比
較して 50%程度の蛍光強度の増強が観察され
た。以上の結果ら、MsbA はアナログとの結合
だけでは構造変化を起こさず、ATP の加水分
解によって初めて構造変化を起こすことが
示唆された。また、ADP と結合した別のコン
フォメーションが存在することが示唆され
た。 

図３ ATP アナログ結合による ABC トランス
ポーターに導入した蛍光の強度変化 
 
(3) 細胞内ポリアミン濃度と塩ストレス耐
性の相関解析 
ラン藻におけるポリアミンと塩ストレス

適応相関を明らかにするため、アルギニン脱
炭酸酵素(ADC1, ADC2)の破壊株を作製し、高
浸透圧培地における生育を観察した。 
① adc1, adc2 単独破壊株のポリアミン量の
定量 
 Synechocystis 野生株 (WT), adc1, adc2
単独破壊株 (adc1, adc2), 二重破壊株
(adc1/adc2) を基本培地 (BG11), 250mM, 
500mM の NaCl を添加した BG11 で 7日間培養
し, 培養液中および細胞中のポリアミン量 
(SPD, PSM, PUT)を高速液体クロマトグラフ
ィーを用いて測定した. Synechocystis 菌体
内ポリアミン量は, 



 

 

WT>adc1>>adc2>adc1/adc2 の順に減少
していた. また, すべての株で塩ストレス
により細胞内スペルミジン含量が減少して
いた(図４). 

図４ Synechocystis 野生株 (WT), adc1, 
adc2 単独破壊株 (adc1, adc2), 二重破壊
株(adc1/adc2)の菌体内のスペルミジン
(ポリアミン)含量 
 
② adc1, adc2 破壊株のバイオフィルム形成 
共焦点顕微鏡観察により, 全ての株にお

いて NaCl の添加によりバイオフィルム形成
量が増加することを確認した. また, adc 破
壊株は野生株と比べてストレスの無い条件
下でもバイオフィルム形成量が増加してい
た(図５).これらの結果から, Synechocystis 
の菌体内スペルミジン含量とバイオフィル
ム形成量には負の相関があり, 塩ストレス
により菌体内スペルミジン含量が減少する
と, バイオフィルム形成量が誘導されてい
ると推定された. このことは, 細胞内スペ
ルミジン含量の減少したadc破壊株では, 塩
ストレスの無い条件下でもバイオフィルム
形成が観察されることとも一致した. 
アルギニン脱炭酸酵素(ADC1, ADC2)の破壊

株は、塩ストレスの無い条件下でも細胞外多
糖を生産したことから、細胞内ポリアミンの
細胞外多糖生産制御への関与が示唆された。 

図５ Synechocystis 野生株 (WT), adc1, 
adc2 単独破壊株 (adc1, adc2), 二重破壊
株(adc1/adc2)のバイオフィルム形成量 
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