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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸菌のRodZタンパク質の機能解析を中心として、大腸菌の形態形成制御機構
を明らかにすることを目的とした。rodZ欠損株の抑圧変異株の解析からRodZタンパク質の機能の一つがMreBアクチンの
重合制御であることが示唆された。この研究成果は論文として公表した。また、RodZタンパク質の細胞膜直下の領域の
アミノ酸置換や欠失体の作成により、細胞膜直下の領域のアミノ酸配列は重要ではなく、その領域の長さが重要である
ことを明らかにした。また、RodZと様々なタンパク質との相互作用解析の結果、RodZを含む超分子複合体内には２つの
複合体が存在し、RodZはそれらを橋渡ししていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Purpose of this project was to understand molecular mechanism to regulate bacteria
l cell shape. Analyses of the suppressor mutants of the rodZ mutant suggested that RodZ regulates assembly
 of MreB filaments. This result was published in 2012. In order to analyze the importance of the positivel
y-charged residues in the juxta-membrane domain, I introduced Alanine into the residues and deleted the do
main. I found that the positively-charged residues is dispensable for the RodZ function while the length o
f the domain is critical.  I also analyzes the interaction among proteins constituting supramolecular mach
inery, elongasome. I found that RodZ interacts with MreB, MreC, PBP2, and RodA and that there are two sub-
complexes in the complex, that is, MreB/MreC and PBP2/RodA complexes. The results indicate that RodZ bridg
es the sub-complexes. I also applied site-specific in vivo photo crosslink assay to detect interaction bet
ween RodZ and other proteins. I could detect crosslinked products.   
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１．研究開始当初の背景 
	
 わずか数ミクロンという小さなバクテリ
アでも、その形態を正しく形成し、維持しな
ければならない。バクテリアと言えども、形
態形成制御機構が破綻すると、生育阻害など
重大な問題を引き起こす。バクテリアの細胞
形態は、細胞骨格タンパク質によって遺伝的
に制御されている。これら細胞骨格タンパク
質は、真核細胞の形態や分裂を制御するアク
チン、チューブリンのホモログであり、それ
ぞれMreBとFtsZである。MreBおよびFtsZ
の細胞内局在や、生化学的性質などは、これ
までによく研究されてきた。MreB を含む超
分子複合体（elongasome）は主に細胞伸長を
制御し、FtsZを含む超分子複合体（divisome）
は主に細胞分裂を制御することが分かって
いる。最近では、これらの複合体同士が相互
作用し、互いの機能に影響していることが示
唆されている。このように、形態形成及び細
胞分裂の制御機構は、これまで考えられてき
たよりも複雑であることが考えられる。私は、
これまでに、MreB と相互作用し、その重合
を制御していると考えられる因子として
RodZ を新たに同定し、その機能解析を中心
に行い、形態形成制御機構の解明に取り組ん
できた。しかし、これら細胞骨格タンパク質
を含む超分子複合体が、どのような分子機構
でバクテリアの細胞形態を制御しているか
は、依然として不明であった。本研究により、
その制御機構の詳細が明らかになることが
期待された。 
 
 
２．研究の目的 
	
 大腸菌などのバクテリアにおいても、高等
真核細胞と同様に、その形態を遺伝的に厳密
に制御している。また、バクテリアの形態形
成に関わる主要な制御因子は、真核細胞のそ
れらと同様に、MreB アクチンと FtsZ チュ
ーブリンである。これらが含まれる超分子複
合体 elongasomeと divisomeは、それぞれ、
細胞伸長と細胞分裂の制御を主に担ってい
る。しかし、最近、これら超分子複合体同士
も相互作用することを示唆する報告もされ
ている。 
	
 本研究では、私がこれまでに同定した
RodZ の機能解析をさらにすすめること、
RodZ とこれら超分子複合体の相互作用など
を明らかにし、大腸菌の形態形成制御機構の
全体像を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
	
 RodZ タンパク質の機能を明らかにするた
めに、生育が遅く、球形である rodZ 欠損株
の抑圧変異株の単離および解析を行った。ま
た、RodZ タンパク質の膜直下の正電荷のアミ
ノ酸がクラスターを作っている領域に変異
を導入したり、この領域を欠損させることに
より、この領域の重要性および機能を明らか

にする。	
 
	
 また、RodZ と MreB の相互作用を検出する
ために、Bacterial	
 two-hybrid 法やホルムア
ルデヒドにより架橋実験を行った。さらに、
RodZ と相互作用する MreB 以外の因子を探索
するためにも、同様の方法で実験を行った。
加えて、部位特異的 in	
 vivo 光架橋実験を用
いて、RodZ と他のタンパク質との相互作用を
検出する実験系の構築を行った。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）rodZ欠損株の抑圧変異体の解析１	
 
	
 rodZ 欠損株はその形態が球形という異常
を示すだけでなく、野生株に比べて生育が遅
い。私は本研究の以前に rodZ 欠損株から生
育速度が回復した抑圧変異株を 30 株取得し
た。そして、各抑圧変異株の全ゲノムシーク
エンスを行い、変異部位を同定した。変異部
位を同定できた 27 株のうち、20 株において
mreB遺伝子に変異が見出された。また 6株に
おいて、mrdA と mrdB 遺伝子に変異が見られ
た。mrdAおよび mrdBの遺伝子産物（PBP2 と
RodA）は、MreB が中心となって作られる超分
子複合体 elongasome の構成因子である。こ
れらの抑圧変異を解析した結果、ほとんど全
ての株において、MreB がより安定な重合体を
形成していることが示唆された。mrdAおよび
mrdB に抑圧変異をもつ株でも、MreB には変
異がないにも関わらず、野生株での MreB よ
りも安定であることが示された。以上の結果
は、RodZ タンパク質が MreB フィラメントの
重合を制御している可能性を示唆している。
この成果は論文として報告した(論文 2)。	
 
	
 
（２）rodZ欠損株の抑圧変異体の解析２	
 
	
 （１）で単離、同定した抑圧変異の中で、
一株だけ elongasome 超分子複合体の構成因
子に変異を持たないものが見出された。この
抑圧変異は、zipA遺伝子の上流（プロモータ
ー領域）に一塩基置換が起こっていた（zipAp56
変異とする）。この一塩基置換により、ZipA
タンパク質の発現量がわずかに増加してい
た。ZipA タンパク質は、細胞分裂を制御する
超分子複合体 divisome の構成因子である。
ZipA タンパク質は divisome 中の最も重要な
タンパク質である FtsZ チューブリンが形成
する Zリングを安定化する機能があることが
知られている。一方、ZipA タンパク質の発現
量を 2 倍多くするだけで、Z リングが過剰に
安定化されるために細胞分裂が阻害される
ことも知られている。私が単離した抑圧変異
体において、ZipA タンパク質は約 15%増加し
ていた。また、mRNA 量の増加も確認した。こ
のように非常にわずかな量の増加ではある
が、2 倍の発現量により細胞分裂が阻害され
ることを考えると、これは妥当であると言え
る。ZipA のわずかな発現量の増加により、Z
リングが通常よりも安定化されるために、細
胞分裂の阻害は引き起こさないが、分裂の遅



延を引き起こしているのではないかと考え
た。実際に、高温で FtsZ が安定に存在でき
なくなり、生育が阻害される温度感受性株の
中に zipAp56変異を導入すると、この温度感受
性株は生育することができた。また、安定な
Z リングが形成されていた。したがって、上
の仮説が正しいことが示唆された。rodZ欠損
株においても zipAp56変異により rodZ 欠損株
の細胞分裂遅延が起こり、その間に、rodZ欠
損株は横へ伸びることができるようになっ
たと考えられる。このような抑圧の機構は、
球菌から桿菌への形態の進化の過程を再現
しているのかも知れない。すなわち、進化の
過程において、他の遺伝子を獲得することな
く、すでに保持していた遺伝子の発現量を増
大させることにより、容易に形態を変化させ
ることができるのである。	
 
	
 さらに、この研究の過程において、rodZ欠
損株と mreB 欠損株はともに球菌であるにも
関わらず、rodZ欠損株は細胞極性制御を保持
していること、一方、mreB欠損株は細胞極性
を失っていた。この結果は、バクテリアで細
胞極性がどのように決められるのかを解析
するための新たな扉を開いたと言える。	
 
	
 以上の成果は論文として報告した（論文 1）。	
 
	
 
（３）RodZ タンパク質の機能解析	
 
	
 1 回膜貫通型タンパク質である RodZ は、そ
の膜直下の領域に正電荷をもつアミノ酸が
クラスターを形成している。これら正電荷を
もつアミノ酸の一部、またはすべてをアラニ
ンに置換した変異 RodZ を発現するプラスミ
ドを構築し、その機能を解析した。その結果、
この領域内の全ての正電荷をもつアミノ酸
をアラニンに置換しても、RodZ の機能は損な
われず、細胞形態も野生株と同じで桿菌であ
った。したがって、これらのアミノ酸は RodZ
の機能に必要ではないことが分かった。さら
に、この領域の長さにも着目して研究を行っ
た。この領域をすべて欠失させると、RodZ の
機能は失われた。つぎに、この領域（26 アミ
ノ酸残基）を形態形成制御には関与しない別
のタンパク質 MalF の細胞質領域（14 アミノ
酸）と置き換えたキメラタンパク質 RMR を発
現するプラスミドを構築した。RMR は rodZ欠
損株を相補できなかった。しかし、これでは、
MalF の配列が悪いのか、あるいは長さが短い
ために機能しなかったのかが不明のために、
さらに、MalF の同じ領域を挿入した RMMR を
発現するプラスミドを構築した。その結果、
RMMR は rodZ 欠損株を相補できた。この結果
は、ここで注目した領域の配列そのものでは
なく、長さが必要であることが分かった。好
熱菌 Thermotoga	
 maritima の RodZ の細胞質
領域の大部分の構造は解かれているが、本研
究で解析した領域は構造が不明である。おそ
らく、リンカーとして機能し、その構造は不
安定なのかも知れない。RodZ は細胞質内で
MreB と相互作用するので、MreB と細胞膜の
距離を適切に保つリンカーとして機能する

ために、その適切な長さが必要であると推測
される。この成果は、現在論文としてまとめ
ており、投稿準備中である。	
 
	
 
（４）RodZ と MreB との相互作用	
 
	
 RodZ は MreB と共局在すること、rodZ 欠損
株の抑圧変異の多くが mreB 遺伝子に見出さ
れたことなどから、RodZ と MreB は相互作用
することが示唆されている。また、好熱菌
Thermotoga	
 maritima の MreB と RodZ（細胞
質領域）の共結晶構造が解かれていること、
精製タンパク同士が結合すること、
Two-hybrid 法で相互作用が検出されること
からも、このことは支持される。一方で、実
際に、細胞内での結合は今のところ報告され
ていない。私は、上記以外の方法で、RodZ と
MreB が細胞内で相互作用することを検出す
る実験系の構築を試みた。	
 
	
 まず、ホルムアルデヒドを用いた架橋実験
を行った。対数増殖期の細胞をホルムアルデ
ヒドで処理し、抗 RodZ 抗体、または抗 MreB
抗体を用いたウエスタンブロッティングを
行った。その結果、RodZ-MreB の架橋産物と
思われるところにバンドを検出することが
できた。今後は、抗 RodZ 抗体、あるいは抗
MreB 抗体を用いて免疫沈殿を行い、架橋産物
がそれぞれ MreB、RodZ であることを確認す
る必要がある。	
 
	
 別の検出方法として、部位特異的 in	
 vivo
光架橋実験を行った。好熱菌 Thermotoga	
 
maritimaの MreB と RodZ（細胞質領域）の共
結晶構造の情報から、大腸菌において MreB
あるいは RodZ のどのアミノ酸残基がこの相
互作用に重要かを推測できる。すでに、
RodZ-F60A 変異、および RodZ-Y64A 変異によ
り RodZ と MreB の相互作用が低下することが
報告されている。そこで、これらのアミノ酸
残基周辺にアンバー変異を導入し、非天然型
アミノ酸 pBpa を各残基に取り込んだ変異
RodZ を発現させ、UV 照射により RodZ-MreB
相互作用の検出を試みた。しかしながら、本
研究期間においては、この実験系により
RodZ-MreB 間相互作用を検出することはでき
なかった。	
 
	
 
（５）RodZ と MreB 以外のタンパク質との相
互作用	
 
	
 RodZ は MreB が中心となって形成される超
分子複合体 elongasome に含まれると考えら
れる。そこで、RodZ と MreB 以外の複合体構
成因子との相互作用を解析した。	
 
	
 まず始めに、bacterial	
 two-hybrid 法によ
り 、 RodZ-MreC,	
 RodZ-PBP2,	
 RodZ-RodA,	
 
MreB-MreC,	
 MreB-PBP2,	
 MreB-RodA,	
 
MreC-PBP2,	
 MreC-RodA,	
 PBP2-RodA 間の相互
作用について検討した。その結果、RodZ は本
研究で試した全てのタンパク質との相互作
用が見出された。一方、MreB は RodZ および
MreC のみと相互作用した。MreC は RodZ およ
び MreB と相互作用した。PBP2 は RodZ および



RodA と、RodA は RodZ,PBP2 と相互作用した。
この結果は、elongasome 複合体内に 2 つの異
なる複合体が存在することを示唆している。
すなわち、MreB/MreC 複合体と PBP2/RodA 複
合体である。そして、これら２つの複合体を
つなぎ止めるあるいは橋渡しをする機能を
担っているのが RodZ タンパク質であると推
測できる。この結果は、RodZ タンパク質の新
たな機能を見出したと言える。	
 
	
 RodZと MreCおよびPBP2との相互作用につ
いて詳細に解析した。RodZ の C 末端を欠失し
た 様 々 な 変 異 体 を 作 成 し 、 bacterial	
 
two-hybrid 法により、その結合を調べた。そ
の結果、RodZ のペリプラズム領域の一部の領
域がそれぞれのタンパク質との相互作用に
必要であることを明らかにした。次に、これ
らの相互作用が実際に細胞内で起こってい
るかを調べるために、相互作用部位と思われ
る領域にアンバー変異を導入し、部位特異的
in	
 vivo光架橋実験を行った。光架橋産物は、
抗 RodZ 抗体を用いたウエスタンブロッティ
ングにより検出した。その結果、RodZ の光架
橋産物が見出された。この架橋産物は、MreC
または PBP2 とのものであると予想できるが、
今後、これを確認していく必要がある。	
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