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研究成果の概要（和文）：アルファルファ根粒菌tolC変異株は、浸透圧感受性、運動性の低下、菌体外多糖産生能の低
下など多面的な形質変化を示す。網羅的遺伝子発現解析により、tolC変異が外膜リポ多糖合成に関わる遺伝子や細胞膜
ストレス応答に関わる遺伝子の発現に影響を与えていること明らかにした。さらに、tolC変異株の多面的変異形質が抑
圧された擬似復帰変異株の解析により、リポ多糖合成遺伝子の発現上昇による膜恒常性の変化が、ストレス応答遺伝子
など他の多くの遺伝子の発現変化を引き起こしている可能性が高いという重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：An Ensifer meliloti strain carrying a null tolC mutation shows pleiotropic 
phenotypes such as high sensitivity to osmotic/salt stress, decreased motility, and reduced 
exopolysaccharide production. Transcriptomic profiling analysis revealed that the tolC mutation affects 
expression of a large number of genes, including those encoding enzymes required for lipopolysaccharide 
synthesis and those involved in signal transduction of stress responses. By the analysis of 
pseudo-revertants of the tolC mutant, it was suggested that the disrupted lipid homeostasis in the tolC 
mutant cell envelope results in subsequent activation of several stress-response signal transduction 
pathways.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 根粒菌　外膜タンパク質　トランスポーター
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 グラム陽性細菌の細胞表層が細胞質膜とペ
プチドグリカン層からなる細胞壁を持つのに
対して、グラム陰性細菌の表層は細胞質膜と
細胞壁に加えてもうひとつの膜（外膜）を持
つ。外膜は細胞質膜とは異なり非対称な脂質
二重層膜であり、内側がリン脂質、外側がリ
ポ多糖で構成されている。この特徴的な構成
により、外膜は抗生物質や界面活性剤など異
物に対する透過障壁として機能している。他
方、外膜の存在は細胞内外の物質輸送の障壁
ともなりうる。そのため物質のやりとりが効
率的に行えるよう、外膜にはチャネルタンパ
ク質が存在している。 
 チャネルタンパク質 TolC は、他のチャネ
ルタンパク質と異なりペリプラズム（細胞質
膜と外膜の間の空間）に大きく突き出たドメ
インを持っている。このドメインで細胞質膜
の輸送タンパク質およびペリプラズムのアダ
プタータンパク質と結合し、輸送複合体を形
成する。大腸菌においてこの輸送複合体は、
抗生物質の排出や菌体外毒素の分泌を行うこ
とが知られている。抗生物質の排出と毒素の
分泌は、病原性と関連が深いため、TolC は動
物病原細菌に特異的なタンパク質であると思
われていた。ところが全ゲノム解析の進展に
より TolC はグラム陰性細菌に広く保存され
ていることが分かった。これにより現在では、
抗生物質や毒素の輸送は TolC の機能の一部
であり、TolC はグラム陰性細菌全般において
何らかの重要な機能を担っていると考えられ
ている。 
 申請者は、アルファルファ根粒菌(Ensifer 
meliloti)の根粒形成に関わる遺伝子の探索を
行い、tolC 遺伝子が根粒形成に必須であるこ
とを見出した。宿主のアルファルファに tolC
変異株を接種すると、アルファルファは正常
な根粒を形成できず窒素欠乏の症状を示した。
培養条件下では、tolC 変異株は抗生物質や植
物由来の抗菌性物質に感受性を示すだけでな
く、高浸透圧感受性、活性酸素種感受性、運
動性の低下、菌体外多糖産生能の低下など多
面的な表現型の変化を示した。TolC と働く細
胞質膜トランスポーターの遺伝子破壊により
同様の表現型となるか調べたところ、細胞質
膜トランスポーター変異株は抗菌物質感受性
を示したが、その他の表現型は示さなかった。
したがって、これまで知られている TolC の
機能からは、共生不全と多面的な表現型の変
化が起こる理由は説明できなかった。他方、
tolC 変異株は、細胞膜の健全性の低下の指標
である界面活性剤感受性、カチオン性抗菌ペ
プチド感受性を示した。さらに tolC変異株は、
野生株よりも高濃度の二価カチオン(Ca2+ま
たは Mg2+、外膜の安定化作用が知られてい
る)を生育に要求することが分かった。これら
の結果から、アルファルファ根粒菌の TolC
は抗菌物質やタンパク質の輸送に加え、膜機
能維持に必要な何らかの生理的機能を有する
と考えられた。また、この未知の機能を明ら

かにできれば、共生不全となるメカニズムも
分かると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 グラム陰性細菌における TolC の生理的機
能およびアルファルファ根粒菌 tolC変異株が
共生不全となるメカニズムの解明を目指し、
具体的には、tolC 変異株の各表現型と関連す
る遺伝子(遺伝子群）の同定および野生株と
tolC 変異株の細胞膜構成要素の違いを明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
 アルファルファ根粒菌野生株と tolC変異株
の遺伝子発現の違いを明らかにするため、マ
イクロアレイによる網羅的発現解析を行った。
解析に用いた RNA は、TY 培地（複合培地）
で対数増殖まで培養した菌体より調製した
（欧州の研究グループは、リン源を制限した
最小培地を用いてアルファルファ根粒菌 tolC
変異株の解析を行っている。tolC 変異株の表
現型変化はリン制限のようなストレス条件下
に限らず、本菌の培養に一般に用いられてい
る複合培地でも観察されるため、本研究では
TY 培地を用いた）。機能未知の遺伝子およ
びそこにコードされているタンパク質の働き
を探るうえで、疑似復帰変異株の取得と解析
は有効な手段の一つである。本研究では、tolC
変異株にアルキル化薬剤処理またはトランス
ポゾン挿入で変異を誘発し、浸透圧感受性な
どが回復した復帰変異株を取得し、それらの
変異部位と遺伝子発現を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子発現解析 
アルファルファ根粒菌野生株と tolC変異株の
遺伝子発現プロファイルの違いをマイクロア
レイにより調べた。シグナル強度の正規化を
MEBI 法、二群間の比較を IBMT 法で行った
ところ、771 遺伝子において発現量に違いが
見られた（p 値<0.01）。正規化に RMA 法、
群間比較に SAM 法を用いた場合には、324
遺伝子に発現量の違いが見られた。違いが見
られた主な遺伝子について以下に述べる。 
①tolC 変異により発現が上昇した遺伝子 
i) ropB1 
 ropB1 遺伝子は約 22 kDa の外膜タンパク質
をコードしている。アルファルファ根粒菌の
RopB1タンパク質には膜安定性を維持する働
きがあり、これが欠損すると界面活性剤感受
性や低 pH ストレス感受性となることが知ら
れている。ropB1 の発現上昇は、tolC 変異に
よる膜安定性低下に対する応答であると考え
られた。ropB1 の発現は、ExoRS/ChvI 二成分
シグナル伝達系による正の調節を受けること
が知られている。ExoRS/ChvI 制御下にある他
の遺伝子（SMb21440 および exo クラスター）
の発現も上昇していたことから、tolC 変異株
では ExoRS/ChvI 系が活性化されていると考
えられた。 



ii) ridA 
 ridA遺伝子は、様々な細胞障害を引き起す
アミノアクリル酸を分解する酵素をコードし
ている。tolC 変異株では、細胞内のアミノア
クリル酸濃度が高くなるような代謝異常が起
きていると考えられた。実際に、ピリドキサ
ルリン酸依存性酵素（アミノアクリル酸を生
じる反応を触媒）をコードする複数の遺伝子
において発現量の上昇が見られた。 
iii) TolC 依存性トランスポーター遺伝子 
 TolC を外膜チャネルとするトランスポー
ター、 smeAB、  SMb20345-20346 および
SMc03167-03168 の３つのオペロンの発現が
上昇していた。これらのオペロンの発現は、
トランスポーターの基質となる物質の存在に
より誘導されることが知られている。tolC 変
異により輸送が機能せず、細胞内に基質物質
が蓄積していると考えられた。 
iv) groESL1 および groESL2 
 ストレス応答に関わるシャペロニンをコー
ドする。アルファルファ根粒菌は５つのシャ
ペロニン（groESL1-groESL5）を有しており、
このうち groESL5 の発現はストレス応答シグ
マ因子である RpoH1 により誘導されること
が知られているが、残りのシャペロニンの誘
導についてはまだよく分かっていない。tolC
変異株では、RpoH1 とは別の因子が関与する
ストレス応答経路が活性化されていると考え
られた。 
v) cpxAR（二成分シグナル伝達系遺伝子） 
 CpxAR 二成分シグナル伝達系は、シグマ因
子 RpoE と並び、グラム陰性細菌の膜ストレ
ス応答における主要な調節因子である。大腸
菌において Cpx 系は、膜ストレスから細胞を
守るよう働いているが、この系が過剰に活性
化すると反対に細胞膜が弱くなることが分か
っている。この原因の一つはペリプラズムタ
ンパク質 YnfD の過剰産生にある。また、大
腸菌ではCpxが活性化すると運動性が低下す
ることも知られている。アルファルファ根粒
菌ではCpx系のターゲット遺伝子はまだよく
分かっていないが、大腸菌などと同様に膜ス
トレス応答に関わると予想されている。tolC
変異により膜ストレスが生じたためCpx系が
活性化されていると考えられた。 
vi) lpsCDE および lpxDAB 
 リポ多糖合成に関わる遺伝子群の発現が上
昇していた。大腸菌では、細胞膜脂質の恒常
性が崩れて外膜の外葉にパルミチン酸（通常
の外膜外葉にはほとんど存在しない）が増え
るとリポ多糖の合成が活性化されることが分
かっている。リポ多糖合成が過剰になった細
胞は定常期に死滅しやすく、この死滅は特に
二価カチオンが少ない条件で顕著である。
tolC 変異株は、野生株よりも高濃度の二価カ
チオンを生育に要求する。tolC 変異株におい
てもリポ多糖の過剰合成が起きている可能性
が考えられた。 
②tolC 変異により発現が低下した遺伝子 
i) 鞭毛遺伝子群 

 主染色体上の711 kbから752 kbの領域に存
在する鞭毛遺伝子クラスター（fli, flh, mot, flg, 
fla などが存在）のほとんどの遺伝子において
発現が低下していた。tolC 変異株の運動性の
低下は、鞭毛遺伝子の発現が低下したことに
よると考えられた。鞭毛遺伝子クラスターの
発現は、浸透圧、塩、低 pH などのストレス
により低下することが分かっている。tolC 変
異で生じるストレスに対する応答はこれらの
ストレスに対する応答と重複していると考え
られた。鞭毛遺伝子クラスターの発現は、調
節因子 Rem により活性化される。Rem 発現
は VisNR により活性化され、さらにその
VisNR の発現は ExoRS/ChvI 系により抑制さ
れている。上記①ropB1 の項で述べたように
tolC 変異株では ExoRS/ChvI 系が活性化され
ていると考えられた。したがって、この活性
化により VisNR および Rem の発現が抑制さ
れたことが鞭毛遺伝子クラスターの発現低下
の原因であると考えられた。 
ii) 走化性遺伝子 
 鞭毛遺伝子クラスター内にあるケモレセプ
ター遺伝子 mcpE および二成分シグナル伝達
系遺伝子 cheAWRBYD の発現が低下していた。
さらにそれぞれ単独で存在するケモレセプタ
ー遺伝子 mcpU、mcpV、mcpW、mcpXの発現
も低下していた。これら４つの遺伝子は染色
体上に散在しているが、鞭毛遺伝子クラスタ
ーと同じく ExoRS/ChvI 系、VisNR、Rem に
よる発現調節を受けることが分かっている。
このことからも、tolC 変異株では ExoRS/ChvI
系の活性化が起きていると考えられた。 
 
（２）tolC 変異と鉄欠乏ストレスとの関連の
解析 
 近年、Cpx 系(前段 v の項）が膜ストレス応
答だけでなく鉄欠乏ストレスでも活性化され
ることが分かってきた。さらにごく最近、大
腸菌の tolC 変異株を鉄含量の低い培地で培
養すると、鉄キレート分子（TolC により分泌
される）がペリプラズムに蓄積し、細胞形態
および細胞膜が異常になると報告された。そ
こで、アルファルファ根粒菌 tolC 変異株の細
胞膜異常と鉄欠乏ストレスとの関連を調べた。
鉄の濃度を変えて野生株と tolC 変異株を培
養し、菌体内に存在する鉄キレート分子の量
を比較したが、両株の間に大きな違いは認め
らなかった。さらに、tolC 変異株を鉄過剰条
件で培養しても細胞膜異常は回復しなかった。
したがって、アルファルファ根粒菌 tolC 変異
株の細胞膜異常は鉄欠乏ストレスによるもの
ではないことが明らかになった。 
 
（３）疑似復帰変異株の取得と解析 
 tolC 変異株にトランスポゾン挿入またはア
ルキル化剤処理で変異を誘発した後、選択培
地（変異誘発前の tolC 変異株が生育できない
濃度の塩や界面活性剤を含む）で生育した株
を復帰変異株として選んだ。 
①トランスポゾン挿入変異で得た復帰変異株 



 浸透圧耐性による選択では、弱く耐性が回
復した株が多く得られた。これらの変異株は
他の表現型の回復は示さなかった。これらの
株のトランスポゾン挿入変異をあらためて
tolC 変異株に導入したが、耐性の回復は再現
されなかった。他方、カチオン性抗菌ペプチ
ドであるポリミキシンBへの耐性または二価
カチオン制限培地での生育により選択した場
合には、それぞれの表現型が個別に回復した
株だけでなく両方が同時に回復した株も得ら
れた。回復の程度は、野生株と tolC 変異株の
中間以下ものがほとんどだった。トランスポ
ゾン挿入変異の再導入で回復が再現されたも
のが２株あったので、トランスポゾン挿入部
位を調べた。これら２株の挿入部位は異なっ
ていた。どちらも遺伝子間領域に挿入されて
おり、その下流には機能未知の外膜タンパク
質の遺伝子があることが分かった。大腸菌の
リポ多糖過剰合成変異株では、外膜タンパク
質 Lpp の欠損により細胞死が緩和される。当
該復帰変異株においても大腸菌と類似の現象
が起きている可能性が考えられた。 
②変異誘発剤処理で得た復帰変異株 
 トランスポゾン挿入による変異誘発と同様
に、得られた復帰変異株の多くはそれぞれの
表現型が単独で弱く回復した株であった。し
かし変異誘発剤処理では、浸透圧耐性、ポリ
ミキシン B 耐性、二価カチオン制限培地での
生育などが同時に中程度まで回復した株が複
数得られた。そこでこれらの復帰変異株につ
いて、上述（１）の発現解析で変動が見られ
た遺伝子とその周辺領域を中心に塩基配列を
調べた。当該復帰変異株は、リポ多糖合成遺
伝子 lpsCDE の上流にある lsrB 遺伝子に変異
を持っていた。LsrB タンパク質は lpsCDE の
発現を正に調節していることが分かっている。
そこで lpsCDE の発現量を調べたところ、野
生株と同程度であった。したがって、tolC 変
異により上昇していた lpsCDE の発現が、活
性化因子 LsrB の変異により野生株レベルに
戻ったものと考えられた。当該復帰変異株の
cpxAR 遺伝子およびその周辺領域に変異は見
つからなかったが、cpxAR の発現が野生株に
近いレベルになっていた。また当該復帰変異
株では、運動性もわずかではあるが回復して
いた。鞭毛遺伝子群、走化性遺伝子および周
辺領域には変異がなかったが、これらの遺伝
子の発現量は上昇していた。以上の結果から、
リポ多糖合成遺伝子の発現と tolC変異株の多
面的な表現型変化に関連があるという重要な
知見を得ることができた。 
 
（４）総括 
 本研究を通じて、アルファルファ根粒菌
tolC 変異株が示す多面的な表現型変化につい
て、関連する多くの遺伝子を明らかにするこ
とができた。そのなかでも特に、リポ多糖合
成とストレス応答遺伝子の発現変化が鍵とな
る可能性が高いという重要な知見を得ること
ができた。tolC 変異株では、リポ多糖合成の

恒常性の崩れから膜ストレスが生じ、Cpx 系
などストレス応答経路が活性化していると予
想される。TolC タンパク質の機能とリポ多糖
合成との具体的な関係の解明が今後の課題で
ある。鍵遺伝子の同定と仮説の提唱ができた
ことから、本研究の当初の目的はほぼ達成で
きたと考えている。本研究で得られた成果は、
今後学術雑誌等に発表していく予定である。 
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