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研究成果の概要（和文）：枯草菌が桿状形態を維持して増殖するためには、細胞壁溶解酵素の活性が必要である。本研
究では、これらの酵素の機能を制御する因子の解明を試みた。まず、LytEのシグナルペプチド（SPLytE）を用いてLytF
を発現する株（SPLytE-LytF）では、分泌されたLytFは本来のセプタムと極だけでなく細胞側壁にも局在していた。ま
た、lytEとcwlOの合成致死性についても、部分的ではあるものの相補できるようになっていた。以上の結果から、シグ
ナルペプチドが細胞壁溶解酵素の局在性と機能を支配している可能性が示唆された。さらに詳細に調べた結果、SPLytE
の疎水性領域の前半部分が重要であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：DL-endopeptidases are cell wall hydrolases required for shape maintenance and grow
th in Bacillus subtilis. LytF at septum mainly functions in cell separation. On the other hand, LytE at se
ptum and along sidewall is required for cell elongation in addition to cell separation. In this study, we 
examined to elucidate what is a key factor required for localization and function of these enzymes. When L
ytF was expressed with a signal peptide of LytE (SPLytE), it has been localizable not only septum and pole
s but also along the sidewall. Moreover, SPLytE-LytF could partially suppress a synthetic lethal phenotype
 of the double mutation in lytE and cwlO. These results strongly suggest that signal peptide governs local
ization and function of the cell wall hydrolases. Further analyses indicated that the first half region in
 the hydrophobic part of SPLytE might play an important role for the function of LytE. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに、枯草菌の栄養増殖期に機能し
ている細胞表層タンパク質の局在性と生理
学的役割について解析を進めてきた。その結
果、細胞分離に機能している 3つの細胞壁溶
解酵素 LytF、LytE 及び CwlS の局在性を明ら
かにした。これら 3つの酵素では、それぞれ
のドメイン構造が非常に良く保存されてお
り、N-末端にペプチドグリカン（PG）特異的
に結合する LysM motif を、C-末端に細胞壁
を溶解する DL-endopeptidase ドメインを持
っている（図 1）。 
 

図 1 枯草菌 DL-endopeptidase のドメイン構造 

SP:シグナルペプチド、CWB：細胞壁結合ドメイン、LysM：

LysM モチーフ 
 
 ところがそれらの局在性には違いが見ら
れ、5 回および 4 回の LysM を持つ LytF およ
び CwlS は分裂面のみに局在し、LysM が 3 回
の LytE は分裂面に加えて細胞側壁にも螺旋
状に局在する。そこで LytF についてさらに
詳細に調べた結果、N-末端に存在する 5つの
LysM motif からなる細胞壁結合ドメイン
（CWBLytF）が PG 特異的に結合することにより
局在し、その結合は WTA により阻害されるこ
とを明らかにした。 
 細胞増殖時における細胞伸長には、側壁の
新たな細胞壁合成部位における PG の限定的
な分解が必須であると考えられている。この
限定分解には LytE および CwlO が働いている
と考えられており、両者の変異株は合成致死
性を示すことが報告された。このことは LytE
の担っている機能を、同じ DL-endopeptidase
ホモログである LytF や CwlS でも相補できな
いことを示唆している。これまでに LytE の
細胞側壁への局在は、C-末端に存在する
DL-endopeptidase ドメインが MreBH と特異的
に相互作用することにより制御されている
と考えられていた。しかしながら申請者らは、
MreBH を欠損させた場合でも、LytE は細胞側
壁に螺旋状に局在可能であることを見出し
た。そこで LytE および LytF の局在性の違い
がどのような原因により生じているのか明
らかにするために、両酵素の細胞壁結合
（CWB）ドメインのみを発現させ、それらの
局在性を調べた。その結果、CWBLytE は分裂面
および側壁に螺旋状に局在し、CWBLytF は分裂
面のみに局在したことから、これらのドメイ

ン内にそれぞれの局在性を区別する因子が
含まれていることがわかった。またこの結果
は、MreBH との相互作用が報告されている
LytE の C-末端を欠損させた場合でも、側壁
に螺旋状に局在可能であることを示してい
た。 
 
２．研究の目的 
 枯草菌の DL-endopeptidase である LytE お
よび CwlO は、両者を欠損させた場合、合成
致死性を示すことから、栄養増殖期において
非常に重要な役割を演じていると考えられ
ている。両酵素を枯渇させた場合、細胞の伸
長が抑制され、増殖できなくなることがわか
っている。また、図１に示したように細胞壁
溶解酵素である LytE、LytF および CwlS は、
ドメイン構造が非常に類似している。しかし
ながら、LytF や CwlS の発現を人為的に誘導
した場合でも、∆lytE ∆cwlOの合成致死性を
相補できないことを見出した。そこで本研究
では、細胞壁溶解酵素の分泌シグナル配列
（SP）が、それらの局在部位へのターゲティ
ングおよび機能制御に重要であることを明
らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
 まず SPLytE が、細胞壁溶解酵素の局在性と
機能に及ぼす影響を明らかにするために、
LytEのホモログであるLytFをSPLytEにより発
現させた場合、その分泌性および局在性に及
ぼす影響を調べるとともに、∆lytE ∆cwlOの
合成致死性を回避できるかどうか調べた。同
様にSPLytFを用いて発現させたLytEが側壁に
螺旋状に局在するかどうか、ならびに前述の
合成致死性を回避できるかについて調査し
た。また、それぞれの転写・翻訳レベルを一
致させるために、IPTG 誘導可能な Pspacプロモ
ーターにより転写量を調節し、SD 配列および
開始コドンは LytE のものに統一した。さら
に詳細に両 SP の機能を調べるために、前半
および後半部分を入れ替えたキメラ SP（SPEF
および SPFE）や、３つの領域（＋チャージ、
疎水性領域、シグナルペプチダーゼ認識部
位）を入れ替えたキメラ SP（SPEFF、SPFEFおよ
び SPFFE）を作成し、側壁の限定分解における
SP の役割を調べた。 
 
４．研究成果 
 まず、両酵素のシグナルペプチド（SP）を
入れ替えた SPLytE-LytF および SPLytF-LytE を
IPTG 誘導により発現可能な株を構築し、それ
らの分泌・局在性および∆lytE ∆cwlO合成致
死相補性について調べた。SPLytE-LytF を発現
させた場合、融合タンパク質は本来の LytF
と同様に細胞外に分泌され、細胞表層画分に
安定して検出された（図 2）。また細胞表層に
おける局在性を調べた結果、分泌された LytF
は本来のセプタムと極だけでなく細胞側壁
にも局在できるように変化していた（図 3）。
さらに、∆lytE ∆cwlO合成致死性を相補でき
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図2 SPLytEを用いて発現させたLytFのウエスタンブロットに

よる分泌性確認 

レーン C は細胞表層画分、レーン S は培養上清画分。それ

ぞれのタンパク質には C-末端に FLAG-tag を融合させ、抗

FLAG 抗体により検出した。 

 
 

図 3 SPLytE を用いて発現させた場合の LytF 局在パターン

観察結果 

 
 

図4 SPLytEを用いて発現させたLytFによる∆lytE ∆cwlO合

成致死性の相補試験 

 
 
るかについて調べた結果、部分的ではあるも
のの相補可能であることが明らかになった
（図 4）。 
 一方、SPLytFを用いて LytE を発現させた場
合についても、細胞表層および培地中に分泌
されることを確認した（図 5）。これまでの報
告により、LytE の C-末端に存在する DL-エン
ドペプチダーゼドメインが、アクチン様タン
パク質である MreBH と相互作用し、その局在
性が部分的に制御されていると考えられて
いる。そこでSPLytF-LytEを発現させる場合は、
MreBHの影響を排除するために∆mreBH欠損株
における機能性を調査した。その結果、本来
のSPLytE-LytEに比べて側壁への局在量が減少
し（図 6）、合成致死の相補性も低下している

図5 SPLytFを用いて発現させたLytEのウエスタンブロットに

よる分泌性確認 

レーン C は細胞表層画分、レーン S は培養上清画分。それ

ぞれのタンパク質には C-末端に FLAG-tag を融合させ、抗

FLAG 抗体により検出した。 
 
 

図 6 SPLytF を用いて発現させた場合の LytE 局在パターン

観察結果 

 
 

図7 SPLytFを用いて発現させたLytEによる∆lytE ∆cwlO合

成致死性の相補試験 
 
 
ことがわかった（図 7）。以上の結果は、両酵
素の SP 中に、それぞれの酵素の局在性と機
能を支配する因子が含まれている可能性を
示唆していた。 
 そこで、さらに詳細に SPLytE および SPLytF
の機能を調べるために、両 SP の前半及び後
半部分を入れ替えたキメラ SP（SPEF および
SPFE）-LytF や、SP の３つの領域（＋チャー
ジ、疎水性領域、シグナルペプチダーゼ
（SPase）認識部位）を入れ替えたキメラ SP
（SPEFF、SPFEFおよび SPFFE）-LytF を作成した
（図 8）。これらのキメラ SP を用いて発現さ
せた LytF が、本来の LytE が担っている細胞
側壁の限定分解活性を、どの程度相補できる
のか調べた。 
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図 8 各種キメラ SP のアミノ酸配列 
SPLytE の配列は赤色で、SPLytF の配列は青色で示した。

SPase 切断部位は↓で示した。 

 
 

図9  各種キメラSPを用いて発現させたLytFのウエスタン

ブロットによる分泌性確認 

レーン C は細胞表層画分、レーン S は培養上清画分。それ

ぞれのタンパク質には C-末端に FLAG-tag を融合させ、抗

FLAG 抗体により検出した。 

 
 
 まず、それぞれのキメラ SP を用いて発現
させた LytF が、どの程度細胞表層あるいは
培地中に分泌されているのかウエスタンブ
ロットで調べた。その結果、いずれのキメラ 
SP を用いた場合でも、コントロールである
SPLytE-LytF の場合とほぼ同じ量の LytF が細
胞表層および培地中に分泌されていた（図 9）。 
 次に機能面での影響を調べるために、
∆lytE 欠損株において cwlO を枯渇させた状
態で、それぞれのキメラ SP を用いて発現さ
せた LytF が、∆lytE ∆cwlO 合成致死性をど
の程度相補できるか調査した。その結果、前
後を入れ替えた SP では、SPEFの方は SPLytEと
ほぼ同様の相補性を示したのに対し、SPFE の
方は機能が低下していた（図 10(a)）。このこ
とは SPLytE の前半部分が機能面において重要
であることを示唆していた。さらに 3つの領
域を入れ替えた SP により発現させた場合、
＋チャージ領域のみを入れ替えた SPEFFでは、
ほとんど機能しないことがわかった。 
 これに対して、SPase 認識部位を入れ替え
た SPFFEでは、顕著な機能の低下が見られたも
のの相補可能であることがわかった。さらに
疎水性領域を入れ替えた SPFEF では、SPLytE と
ほぼ同様の機能性を示した（図 10(b)）。以上
の結果から総合的に判断すると、SPLytEの疎水

性領域の前半部分が、側壁の限定分解を行う
上で非常に重要である可能性が示唆された。 
 
 

図 10 各種キメラ SP を用いて発現させた LytF による∆lytE 

∆cwlO合成致死性の相補試験 

(a) SPLytEおよびSPLytFの前後を入れ替えたキメラSPを用
いて LytF を発現させた場合の生育曲線 

(b) SPLytEおよびSPLytFの 3領域を入れ替えたキメラ SPを
用いて LytF を発現させた場合の生育曲線 
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