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研究成果の概要（和文）：枯草菌細胞壁溶解酵素遺伝子 cwlO, lytE のタンパク質を調べ、共に

細胞側面に局在し、DL-エンドペプチダーゼ(DLE)活性の保持が増殖に必須であった。DLE 活

性を阻害する IseA の NMR 解析より、ユニークな弓鋸型構造を明らかにした。シグマ因子制

御系SigI－RsgIと二成分制御系WalK-WalRによる細胞表層の恒常性の転写制御ネットワーク

を検討し、増殖期では後者が、定常期などでは前者が関わっていた。細胞壁テイコ酸の修飾メ

カニズムも解析するとともに、新規表層タンパク質の性質を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Analysis of two cell wall hydrolase genes (cwlO and lytE) in 
Bacillus subtilis indicated that these two gene products were localized at the lateral 
side of cells and their autolytic DL-endopeptidase activity was required for cell growth. 
The activity is inhibited by IseA, and NMR analysis indicated IseA is a unique protein 
with a “hacksaw” structure. To maintain the cell surface, the sigma-directed regulation 
(SigI and anti-sigma RsgI) and the two-component system, WalK-WalR, were required at the 
stationary and vegetative growth phases, respectively. Peptidoglycan modification by 
wall teichoic acids was also investigated and the enzymatic properties of novel surface 
proteins were reported. 
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１．研究開始当初の背景 
細菌細胞のなかでもグラム陽性の桿菌であ
る枯草菌は、球菌と比べて独自の制御機構を
持ち、さらにグラム陰性菌と比べても、ペプ

チドグリカンが厚く、負電荷のポリマーによ
り広く修飾されている。負電荷ポリマーの一
部は増殖に必須であり、さらに細胞壁溶解酵
素の２種が合成致死変異を示すことが解っ
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てきている。さらに細胞壁溶解酵素は制御が
出来なければ自殺酵素として働くことにな
り、その活性を阻害するタンパク質も報告さ
れた。そこで細胞表層タンパク質とその遺伝
子群を総合的に解析することが、増殖、形態、
機能維持の機構解明に極めて重要であると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
細菌細胞壁溶解酵素と細胞壁非ペプチドグ
リカン成分（テイコ酸、 テイコウロン酸）
が細菌の細胞増殖，細胞形態形成に果たす役
割を，以下の６点から解明する. 
(1)合成致死を示す細胞壁溶解酵素 LytE, 
CwlO の触媒活性及び局在ドメインが，合成
致死と細胞形態に関与する機構  
(2)枯草菌細胞壁成分である非ペプチドグリ
カン成分の機能解析  
(3)テイコ酸欠損の致死及び形態異常がテイ
コウロン酸高生産で機能相補される機構  
(4)表層変異に対する２成分制御系の遺伝子
発現への影響  
(5)必須２成分制御系の下流にある細胞壁溶
解酵素阻害剤 IseA の立体構造決定と IseA 
構造制御による LytE, CwlO, LytF 活性阻害
機構の解明  
(6)新規表層タンパク質の酵素化学的性質の
検討 
これらの研究により細菌の基本的機能に対
する細胞表層の役割を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
(1) 合成致死を示す細胞壁溶解酵素 LytE の
細胞壁結合ドメインと数種の DL-エンドペプ
チダーゼドメインとのキメラ断片の構築は
PCR で行った。他の基質特異性を示す酵素触
媒活性ドメインとの融合も同様に行った。 
(2) 壁テイコ酸（WTA）のグルコース修飾を
特 異 的 に 染 色 可 能 な 蛍 光 レ ク チ ン
（ConA-TMR）、およびグルコース修飾を触
媒する TagE の条件変異株を用いて、枯草菌
の WTA 修飾がどのように行われているのか
観察した。また 3 種類の MreB ホモログ変異
株において、WTA 修飾に変化が見られるか
どうか調べた。 
(3) テイコ酸合成課程においてグリセロール
リン酸のポリマー化に関わる tagF を欠損さ
せ、代わりに thrC locus で tagF を xylA プ
ロモーターと融合させることでキシロース
存在下で発現誘導可能な枯草菌を作製し、次
にテイクロン酸合成オペロン(tuaA-H)の上
流に Pspac プロモーターを導入することで、
TagF 枯渇 tuaA-H 誘導条件下の細胞形態の
観察、遺伝子発現解析を行った。 
(4) SigI の過剰発現系を用いたマイクロアレ
イ解析により、レギュロン候補遺伝子をピッ
クアップした。βガラクトシダーゼや GFP 等

のレポーターを用いた転写解析や、ノザンブ
ロット、RT-PCR、プライマー伸長法等の
mRNA レベルの転写解析により、SigI のレ
ギュロン遺伝子を絞り込んだ。SigI 破壊株や
レギュロン遺伝子の破壊株の表現型の変化
を観察した。 
(5) 理化学研究所 NMR 施設を利用して，核
磁気共鳴(NMR)法を用いた IseA の立体構造
解析を行った．また，相互作用解析や阻害実
験，立体構造に基づくコンピューターシミュ
レーションなどを組み合わせて，IseA の阻
害メカニズムの解析を行った． 
(6) 新規タンパク質の調整の為、cwlP, cwlQ, 
pdaC (yjeA)遺伝子をゲノム DNA から PCR
増幅し、pQE プラスミドに挿入後、大腸菌を
形質転換した。形質転換株からタンパク質を
抽出後、His-タグカラムで精製した。 
 
４．研究成果 
(1) LytE の細胞壁結合ドメインと数種の DL-
エンドペプチダーゼドメインとのキメラは、
活性ドメインが DL-エンドペプチダーゼドメ
インであるならば LytF, CwlS のものでも
LytE とほぼ同じ機能を示した。一方活性ド
メインを他の基質特異性を示すものに変更
した場合、DD-エンドペプチダーゼのみ同じ
機能を示した。 
(2) TagE の発現制御株を用い、新規にグルコ
ース修飾された WTA の観察を行なった。グ
ルコース修飾開始後 90 分の細胞では、細胞
側壁にケーブル状の蛍光が観察された。一方、
リゾチーム処理により外側の細胞壁を分解
した細胞では、グルコース修飾開始後 12 分
ごろからスポット状の蛍光が観察された。こ
れらの結果より、WTA の細胞壁への修飾は
スポット状に行なわれ、WTA 修飾されたケ
ーブル状の新しい細胞壁が既存の細胞壁間
に挿入される事がわかった。次に、MreB ホ
モログを枯渇させた際の WTA 修飾への影響
を調べるため、WTAのリン酸量を調査した。
その結果、MreB を枯渇させた細胞壁でのみ、
リン酸量が減少していることが明らかにな
った。 
(3) テイクロン酸が、増殖において必須のテ
イコ酸を代替できるかを検討するため、①
Bacillus subtilis 168株の tagFの必須性の再
検証を行い、② キシロース、IPTG の量で
tagF、tuaA-H の発現量を調節可能な枯草菌
株の構築を試みた。まず、tagE 下流の tagF
にPspacプロモーターの導入を試みたところ、
IPTG 存在下でのみ形質転換体が得られ、そ
れら株の IPTG 非添加時の増殖が著しく減退
したことから tagF が増殖に必須であること
が再確認された。次に tuaA 上流に Pspac プ
ロモーターを導入後、thrC locus で xyl プロ
モーターと tagF を融合させたが、細胞形態
および生育に影響は見られなかった。現在、



 

 

tagE 下流の tagF locus にクロラムフェニコ
ール耐性遺伝子を導入することを試みてい
る。今後、tagF および tuaA-H を厳密に調節
可能な枯草菌株の構築を行い、当初の研究目
的の達成を目指している。 
(4) WalKR は低 G+C グラム陽性細菌に広く
保存され、増殖に必須な２成分制御系である。
cwlO, lytE をコードする遺伝子は、共にこの
WalK-WalR により、正に転写制御される。
cwlOや lytE遺伝子の転写にもSigIが関与す
ること、SigI と CwlO も、LytE と CwlO の
同時欠失と同様に、合成致死となることを明
らかにした。このように SigI－RsgI シグマ
因子制御系と WalK-WalR 二成分制御系には
機能の重複があることを示唆した。さらに
lytEや cwlO以外のSigIのレギュロンとして
細胞分裂面の細胞壁合成に関与する遺伝子
（ftsE）、DNA の前駆体となる葉酸合成遺伝
子群（pabB オペロン）や酸化 DNA 修復遺
伝子（mutT）を同定した。一方 sigI 変異株
は、LB 液体培養で定常期の後期に顕著に濁
度が減少した。定常期の細胞も酸化などの外
部ストレスにさらされ、細胞表層や DNA に
ダメージを受けており、SigI－RsgI シグマ因
子制御系がこれに応じて細胞を修復するが、
sigI 欠損株ではこの修復ができず、ダメージ
を受けた細胞が溶菌したと考えられる。すな
わち、WalK-WalR が増殖をモニターしてい
るのに対し、SigI は定常期などの非増殖期の
細胞の状態をモニターする表層維持機構で
あると考えられる。 
(5) IseA の立体構造は，これまでに全く報告
例がない，非常にユニークで新奇な“弓のこ
型”構造であることを解明した．特に，弓の
この刃に対応する細いひも状のループ部分
が非常に特徴的な構造であることを発見し
た．また，IseA と酵素の相互作用解析や，
IseA のループ部分の変異体を作製し，酵素
活性の阻害を調べる実験を行い，IseA のル
ープ部分が酵素活性を阻害するために非常
に重要であることを明らかにした．さらに，
IseA と酵素の表面形状や電荷分布などの特
徴を詳細に考察して，コンピューターシミュ
レーションを行うことにより，IseA のルー
プ部分が酵素の活性部位の谷間にはまり込
み，広範囲に相互作用するタイプの新たな酵
素阻害メカニズムモデルを提唱した． 
(6) CwlP は SP-beta プロファージ領域に存
在する細胞壁溶解酵素で、ムラミダーゼ活性
と DD-エンドペプチダーゼ活性を示した。一
方CwlQは１つのドメインがムラミダーゼ活
性と溶解トランスグリコシダーゼ活性を示
す２機能酵素であった。PdaC(YjeA)はペプチ
ドグリカンを脱アセチル化する酵素で、この
遺伝子の変異株はリゾチームに対し感受性
となった。 
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