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研究成果の概要（和文）：グラム陽性細菌に普遍的に存在する真核型Protein Ser/Thr Kinase(K)-Phosphatase(P)を介
するシグナル伝達系の機能と多様性をClostridium perfringens (ガス壊疽菌)をモデルとして解明する。
　K-Pが基質膜タンパク質(S)のThr-92のリン酸化調節で、同菌の生育・形態を制御すること、SはClostridium属に特異
的に存在し、タンパク質相互作用領域を持つ新規シグナル伝達因子で、新規抗菌薬のTargetとして注目される非メバロ
ン酸経路の必須酵素IspG、更に細胞壁生合成経路の必須酵素MurFとの相互作用を見いだした。

研究成果の概要（英文）： Protein Ser/Thr Kinase (K)-Phosphatase (P) plays essential roles in regulation 
of cellular functions in both prokaryotes and eukaryotes. Although PP2C family P- PknB family receptor K 
system is conserved in Firmicutes bacteria, functional diversity of the system is implicated by its 
substrate (S) diversity.
 Our studies on the K-P system in C. perfringens revealed that S is a novel signaling factor distributing 
only in Clostridia and containg protein-protein interaction domains. S is phosphorylated at Thr-92 and 
the phosphorylated-form S is increased by according to cell-growth progression. Cell-length is corelated 
with the phosphorylation level of S upon the K-P system. Furthermore, S is located at septa and poles in 
the cells, probably associating with two essential enzymes in the cell wall synthesis pathways.

研究分野：細菌学、生化学、分子微生物学、応用微生物学

キーワード： ガス壊疽菌　シグナル伝達　リン酸化　プロテインキナーゼ　プロテインホスファターゼ　Clostridium
 perfringens　形態形成　多様性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 生物の特異的機能は、その生存環境への適
応進化の過程で獲得したものであり、その機
能発現には、様々な生物反応プロセスが関与
している。中でも環境の変化を情報・シグナ
ルとして伝達するプロセスの分子基盤の解
明は、生命機構を理解する上で重要な課題で
ある。 
 Protein Kinase によるシグナル伝達機構
には「Ser/Thr/Tyr」のリン酸化と「His/Asp」
のリン酸化（二成分制御系）を介する 2つの
機構がある。細菌ではこれまで His Kinase
による二成分制御系のみ存在すると考えら
れていたが、1991 年に粘液細菌で真核型
Protein Ser/Thr Kinase (K)が発見され、ま
た、ゲノム解析から Kおよび脱リン酸化酵素
Protein Ser/Thr Phosphatase (P)が多くの
細菌に存在し、様々な機能を制御することが
明らかになっている。特に分化能を有する細
菌(粘液細菌、シアノバクテリア、放線菌)お
よび病原細菌(結核菌)に多数の K遺伝子が見
いだされているが、その存在意義やシグナル
伝達機構は依然として不明な点が多く、国内
外において活発に研究が進められている。 
 
 Clostridium属を含むFirmicutesグラム陽
性菌において、PP2C Family Pと膜レセプタ
ー型 PknB Family Kのオペロン、その周辺
遺伝子が高度に保存されている。Bacillus、
Streptococcus において、いくつか Kの基質
タンパク質の同定がされているが、種により
異なり、また破壊株の表現型に多面的効果が
みられ、菌種間、遺伝子破壊法によっても相
違がみとめられる。つまり、適応進化に応じ
た K-P シグナル伝達系の機能的多様性が推
定される。 
 
 そこで我々は、Clostridium 属の Kに関す
る報告がないこと、またガス壊疽菌
C.perfringens strain 13 には、CPE1738 の
一つのみが K として認められ、複数の K 遺
伝子を持つ細菌よりも解析が容易であるこ
とから、その機能解析を行ってきた。 
 しかし、これまでガス壊疽菌において利用
できる遺伝子操作・解析ツールが乏しいこと
が遺伝子機能解析の障壁となっていた。そこ
で、Galactokinase 遺伝子(galK)を用いた多
重遺伝子欠損株作製法、Xylose 遺伝子誘導発
現システム、核酸・プロトプラスト・菌体タ
ンパク質等の調整に極めて有用なガス壊疽
菌 フ ァ ー ジ 由 来 の 特 異 的 溶 菌 酵 素 
(Endolysin, Psm) 等の開発を行い、これらを
用いて解析を行ってきた。更に、これらのツ
ールを国内外のClostridium属細菌の研究に
も提供し、その研究推進に貢献してきた。 
 
 これまでに、K-P が基質膜タンパク質
CPE1057 (S) の Thr-92のリン酸化調節によ
り、同菌の生育・形態を制御していること明

らかにしている。ガス壊疽菌は本来 3-5umの
桿菌であるが、K-Pを欠損させると、Sがリ
ン酸化されず、生育阻害と不明瞭な隔壁を有
するヘビ状の長鎖桿菌への変化を認める。 
逆に、Pを欠損し Kを恒常発現させて Sをリ
ン酸化型にすると、コレラ菌様コンマ状短桿
菌へと変化する。 
 またSの欠損により、Kの有無に関わらず、
コンマ状短桿菌に変化する。誘導発現系を用
いて、S・K-P欠損株で Sの発現量を調節（少
→多）すると、コンマ型→正常型→長鎖型へ
と変化するが、S・P欠損株の場合、Sがリン
酸化されてほぼコンマ型のまま変化しない。
しかし、S のリン酸化部位変異(Thr-92-Ala) 
体を導入した株では、長鎖型へ変化する。 
 また、GFP融合-Sの発現解析から、Sはリ
ン酸化型・非リン酸化型に関係なく、主に隔
壁(長鎖桿菌の場合、不明瞭な隔壁)に局在す
ることから、S は細胞壁合成・分裂に関与す
ることが示唆される。 
 また、Sは Clostridium属に特異的に存在
し、タンパク質相互作用領域を有する新規シ
グナル伝達因子であり、新規抗菌薬の Target
として注目されている菌特異的な必須代謝
経路（非メバロン酸経路：細胞壁生合成にも
必須である）の酵素 IspG (CPE1692)との相
互作用を Yeast Two-Hybrid Screen により見
いだしている。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、１）S と IspG の分子・生理
機能の解析、２）各種生育条件下での Sのリ
ン酸化レベルと菌の形態の相関解析、３）S
の新規相互作用因子の探索、４）Kのシグナ
ル分子の同定を行い、K-Pシグナル伝達系の
全貌を明らかにし、同属菌に起因する感染症
治療に向けた分子微生物学的知見を得るこ
とを目的とする。 
 また５）他のガス壊疽菌株を含めた
Clostridium属細菌における Sホモログの比
較・相補解析によって、その普遍性・多様性
を探求する。 
 
３．研究の方法 
 
１）Sと IspGの分子・生理機能の解析 
 S の膜トポロジーの解析：S は、膜タンパ
ク質で、膜貫通領域(TM)を挟み、N 末端領域
に２つの TPR 領域（タンパク質間相互作用に
関与）、Lys-Rich 塩基性領域、C 末端領域の
４ つ の TPR 領 域 か ら な り 、 構 造 上
Bi-topological と推定される（下図）。 
 
 
 
 そこで N, C-末端にそれぞれ HA タグ を付
加した Sの発現株を作製し、Psm でプロトプ
ラストを調製、蛍光免疫染色を行い膜トポロ
ジー(N-in/C-out or N-in/C-in) を決定する。 



 IspGの発現解析：IspGは必須遺伝子であ
ると考えられ、欠損株の作製には成功してい
ない。そこで Xylose 遺伝子誘導発現システ
ム(pXC)にて IspG の過剰発現を各変異株で
行い、その形態変化を観察する。 
 
２）各種生育条件下での Sのリン酸化レベル
と菌の形態の相関について 
 S の Thr-92 のリン酸化レベルと菌の形態
との相関を解析するため、タグ付 S遺伝子を
親株、P欠損株、K-P欠損株のゲノム上で構
築し、まず通常の試験管培養の各増殖期にお
ける菌の形態（菌長測定）及び S の発現量、
リン酸化レベルを Western Blot で定量解析
する。 
 
３）Sの新規相互作用因子の探索 
 S::IspG 相互作用を Yeast Two-Hybrid 
Screen により検出したが、in vivo 相互作用
の確認を Pull-down, Cross-linking 法で行
う。Pull-down は、リン酸化型・非リン酸化
型タグ付 Sの発現株を Psm で処理し、Triton 
X-100、CHAPS 等による可溶化、Ni2+-IMAC で
分画精製し、S 非発現株等との比較により、
相互作用因子を特定、LC-MS/MS 解析により同
定を試みる。 
 Cross-linking は、発現株を 1 % ホルムア
ルデヒド、室温 20 min-氷中 2 h で架橋、Psm
で処理後、分画した複合体を、95oC, 6 h の
熱処理で架橋を切断し、非架橋試料をコント
ロールとして SDS-PAGE に供し、特異的バン
ドを LC-MS/MS にて解析する。 
  Yeast Two-Hybrid Screen を Sおよび IspG
の全体および各機能性領域 (N-末端、C-末端
領域等)に分割して行い、相互作用領域の特
定と他の新規相互作用因子の探索を行う。 
 
４）Kのシグナル分子の同定 
 K は膜レセプター型 Kinase であり、N-末
端に Kinase 活性領域(CD)、Asp/Glu-rich な
酸性領域、膜貫通領域(TM)、C-末端側に制御
/レセプター領域 (RD)からなる構造をとる。
RD には、PASTA 領域（菌間での相同性は低い）
が繰り返し見られ、C-末端には、Pro-X-Glu
の繰り返し配列がTailとして認められる（下
図）。この Tail 配列は多様性に富んでいて、
ガス壊疽菌株間でも大きな相違が見られる。 
 
 

 
   BacillusにおいてKのシグナル分子とし
て細胞壁分解物(Muropeptide)が示唆されい
る。そこで、ガス壊疽菌の各時期の培養上精、
ガラスビーズで破砕し単離した細胞壁を Psm
で可溶化した分解物を添加し、菌の形態形成
への影響と Sのリン酸化レベルを解析する。 
 
 

５）Clostridium属細菌における Sホモログ
の比較・相補解析 
 ゲノム解析が完了しているガス壊疽菌３
株を含む、１２種の Clostridium属細菌の S
ホモログについて、そのアミノ酸配列の比較
解 析 (CLUSTAL W, Neighbor-joining 
phylogenetic tree analysis) を行う。 
 
４．研究成果 
 
１）Sと IspGの分子・生理機能の解析 
 Sの膜トポロジーの解析： N-末端 HA タグ
付 S 遺伝子を Xylose 誘導発現ベクター
(pXC)にクローンした。S欠損株における発現
で、その機能相補には成功したが、C-末端 HA
タグ付 S (S-HA)と比べ、発現量が極めて低く
解析が困難と予想されたので、その改良を検
討した。RNA 二次構造予測を基に、Sの N-末
端４残基(MSKY)を Translation Enhancing 
Element (TEE) として付加する事で、その発
現量が大幅に改善した。これらの発現株のプ
ロトプラストを Psm で調製し、間接免疫蛍光
染色法(Anti-HA Mouse mAb, Anti-Mouse IgG 
-Alexa488)により解析した。その結果、C-末
端 HA タグ付 S 発現株のみで蛍光が観察され、
つまり Sは、N-in/C-out の膜タンパクである
事が示唆された（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  IspGの発現解析： IspG遺伝子を pXC にク
ローニングし、親株で C-末端タグ付／無の
IspG を発現させた。いずれの発現株におい
ても、IspG 発現により、ある程度の菌の伸
長が認められた。現在、K-P, S変異株等での
発現解析（K, Sの影響）を検討している。 
 
２）各種生育条件下での Sのリン酸化レベル
と菌の形態の相関解析 
 通常の試験管培養時、S の発現量は、全て
の株、培養時期において、ほぼ一定であった。
欠損株で認められた形態変化/S のリン酸化
レベルの変化は、親株の試験管培養時にも見
られた。 
 増殖初期では低いリン酸化レベル(0.7-5 %)
を示し、K-P欠損株で見られる長い桿菌の比
率が高く、増殖が進むに従ってリン酸化レベ
ルが上昇し、正常桿菌、そして定常期後期
(28-50 %)では、ほとんどの菌において P 欠
損株様の短桿菌に変化することを見いだし
た（下図）。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）Sの新規相互作用因子の探索 
 ２）で作製した株のライセートをタグ無
Psm（玉井からの提供）で調製し Pull-down
解析を行った。しかし、非特異的に結合する
タンパク質が多く、親株、P欠損株、K-P欠
損株間での比較が困難であった。Buffer 等の
条件検討も行ったが改善は見られなかった。  
 またホルムアルデヒドCross-Linkingを行
ったが、Psm 処理、超音波処理・ガラスビー
ズによる破壊に耐性となり、S の抽出が困難
であった。しかも、スクロース等張液中で Psm
処理したプロトプラストでCross-Linkingを
行ったが同様に耐性となった。 
 そこで他の Cross-Linker を検討し、膜透
過性の EGS が有効であると判明した。EGS 
Cross-Linking においても菌直接では耐性と
なったが、プロトプラストを用いると S複合
体の抽出/ Ni2+-IMAC 分画が可能であった。 
 その結果、リン酸化/非リン酸化型 S で形
成される高分子体の大きさ/量に相違が認め
られ、Sとの相互作用の強さ/タンパク質因子
の種類がリン酸化/非リン酸化型で異なるこ
とが推定された（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Yeast Two-Hybrid Screen の結果、Sの C-
末端領域では、IspG の C-末端領域の他に、
UDP-N-Acetylmuramoyl-Tripeptide-D-Ala-D
-Ala Ligase (MurF) が同定された。 
 IspG は 2 量体を形成する事が知られてお
り、IspG での Yeast Two-Hybrid Screen に
より、IspG の全体が同定された。興味深い
事に、MurF も同定されたことから、
S::IspG::MurF 複合体を形成し、細胞壁生
合成に関与することが推定された。 
 Sの N-末端領域では、宿主からの鉄獲得に
寄 与 す る Iron-Responsive Surface 
Determinant (Isd)が同定され、更に、N-末端

領域のリン酸化領域を除く２つの TPR で
Yeast Two-Hybrid Screen を行うと、ガス壊
疽菌に特異的に存在する機能未知の酸性タ
ンパク質が同定された。Kにも酸性領域が存
在する事から、何らかの関連性が疑われた。 
 
 EGS Cross-Linking 解析において超高分子
S 複合体（高分子体 I）を検出している。こ
のことは Sが、細胞分裂や形態形成に必須で
ある 細菌の細胞骨格：アクチン様 MreB 重合
体(Elongasom)やチューブリン様FtsZリング
（Divisome）等と、更に、MurFを含む細胞
壁生合成の酵素複合体（未同定）、IspG等と
相互作用している可能性がある。 
 現在、この高分子 S 複合体を LC/MS/MS 解
析するため、分画条件を検討し、高純度複合
体を調製を行っている。 
 
４）Kのシグナル分子の同定 
 ２）の結果からも、K の細胞外レセプター
領域のリガンドの１つとして細胞壁の分解
物が考えられる。増殖の進行に伴う細胞壁分
解物の蓄積が Kの活性化、Sのリン酸化を亢
進するものと推定された。しかし、増殖後期
の培養液や細胞壁のPsm処理分解物をリン酸
化レベルの低い増殖初期の菌に添加し検討
したが、S のリン酸化の亢進は、現在のとこ
ろ、まだ検出できていない。 
 もう一つの可能性として、細胞壁の架橋度
を K が感知している可能性（MurFとの相互
作用）があり、現在、蛍光バンコマイシン 
(D-Ala-D-Ala に結合)による染色観察（分布/
蛍光強度）を行っている。 
 
５）Clostridium属細菌における Sホモログ
の比較・相補解析 
 Sのリン酸化部位 Thr−92 は、N末端領域の
塩基性領域に存在し、ガス壊疽菌３株におい
て S は、ほぼ同一であった。相同解析から、
他の Clostridium 属細菌の S ホモログでも、
ディフィシル菌以外は、塩基性領域がみられ
た。しかし、これらの領域の相同性はかなり
低く、Thr−92 の保存は、認められなかった。
またガス壊疽菌以外の菌では、塩基性領域に
ある程度の相同性が認められ、機能的多様性
が推定された。 
 また他菌においては、Thr の他に、Ser、Tyr
のリン酸化の可能性もあり、リン酸化型 Sホ
モログの検出および Affinity 精製を行い、
LC/MS/MS 解析でリン酸化部位の決定等を行
う予定である。 
 また、他の Clostridium 属（特にディフィ
シル菌）の Kと Sのホモログを、我々が確立
した発現系、変異株を用いて相補的解析を行
い、Clostridium 属間での普遍性、多様性を
見る。他のガス壊疽菌(SM101,ATCC13124)株
の欠損株も作製し、解析する予定である。 
 
 以上の本研究により、C.perfringens にお
ける K-Pシグナル伝達系は、菌の増殖進行を



感知しながら、基質タンパク質のリン酸化を
介し、非メバロン酸経路必須酵素および細胞
壁生合成経路必須酵素と複合体を形成、その
機能調整により、菌の細胞壁合成・分裂を制
御しているものと推定される。また他
Clostridium 属細菌における基質タンパク質
ホモログの比較解析から、その機能の多様性
が示唆された。 
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