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研究成果の概要（和文）：カダベリン(Cad)結合型細胞壁（PG）を持つSelenomonas ruminantiumにおいて,リボ
ソーム構成蛋白質 L10 が分解制御因子として機能する新たな真核生物型ポリアミン分解制御機構をもつ。しか
し,CadのPGへの共有結合機構,並びに外膜-PG間の結合に関与する外膜蛋白・Mep45の分子・原子機構は未解明で
ある。本研究で我々は次の4項目の成果をあげた。すなわち(1) 本菌 のゲノム解析、（２）Mep45の機能解明、
（３）L10を介したCad合成酵素LDC/ODCの分解制御機構の解明、並びに（４）D-Glu残基へのCadの共有結合を触
媒する酵素・Ltdの同定反応機構、等である。

研究成果の概要（英文）：In Selenomonas ruminantium, cadaverine serves as an essential constituent of
 the peptidoglycan for the maintenance of envelope integrity through the interaction with SLH domain
 of Mep45, the outer membrane protein. Cytoplasmic biosynthesis of cadaverine occurs totally in a 
eukaryotic-like manner. Lysine/ornithine decarboxylase (LDC/ODC), responsible for cadaverine 
synthesis in this bacterium, displays significant homology to the eukaryotic ODC, and its activity 
is tightly regulated by antizyme(L10)-mediated proteolysis. Here, we show the following 4 findings, 
i.e. (i) Determination of the complete genome sequence of S. ruminantium, (ii) Molecular mechanism 
of Mep45 function. We found that Mep45 forms a non-specific diffusion channel in its C-terminal 
region, (iii)Identification of the ATP-dependent ClpX/P for degradation of LDC/ODC, which is 
mediated by L-10 and (iv) Identification of an enzyme for cadaverine-adding reaction into the 
peptidoglycan of this bacterium.

研究分野：微生物生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細菌の表層膜は、細胞の最外層として細胞内部
と外部環境とを分け隔てる境界構造であり、外環
境と細胞質内との間の物質の出入りをコントロー
ルする透過障壁となる。その一方で、細胞の生存
に必要な物理的強度を与え、細胞形態の安定化や
浸透圧に対する耐性を付与する重要な役割も果た
す。グラム陰性細菌の細胞表層構造は、細胞質膜、
ペプチドグリカン (PG) 層、外膜の 3 層で形成さ
れる。表層膜として正常に機能するためには、3 層
それぞれが適切に合成・局在化されるのはもちろ
んのこと、これらが互いに構造的に接着し表層膜
一体として維持・安定化される必要がある。特に
外膜－ PG 間接着構造についてはグラム陰性菌の
モデル細胞である大腸菌を対象として多数の報告
があり、1) 本接着構造には、ムレインリポ蛋白質
と、Tol-Pal system と称される蛋白質複合体が寄
与すること、これらのいずれかを欠損させると外
膜が PG から剥がれ、外環境中の毒性物質（界面
活性剤、色素、抗生物質等）に対して感受性にな
ることが明らかになっている。これらの蛋白質は 
Proteobacteria と呼ばれる系統分類上における
グラム陰性細菌の代表的グループにおいて広く保
存されていることから、外膜－ PG 間接着構造の
モデルとして捉えられてきた。しかし、羊ルーメ
ンに棲息する偏性嫌気性グラム陰性細菌 
Selenomonas ruminantium の表層膜は上記接着構
造とは根本的に異なる外膜－ PG 間接着システム
を保持している。本菌にはムレインリポ蛋白質や 
Tol-Pal system が存在せず、その代わりにポリア
ミン分子種の一つであるカダベリン 
(NH3
+·(CH2)5·NH3

+) が本菌の PG に共有結合して
存在しており、外膜主要蛋白質 Mep45 (Major 
envelope protein with 45kDa) のペリプラズム側 
S-layer homologous (SLH) ドメインとの相互作用
を通じて外膜を PG に接着させ、表層膜を安定化
する[S. Kojima, KC Ko, Y. Takatsuka, N. Abe, J. 
Kaneko, Y. Itoh & Y. Kamio, J. Bacteriol. 192, 
5953-596 (2010)]。ポリアミン分子種は全ての生
物種に共通して存在する低分子生理活性物質とし
て、細胞質内において DNA 複製やタンパク質合成
等、様々な重要な生体反応に関与することが知ら
れてきたが、本研究は原核生物における細胞壁結
合型のポリアミン分子の機能を示した初めての例
となった。 
 S. ruminantium において、カダベリンは細胞質
内でリジンの脱炭酸により生成されたのち、 PG 
合成の中間体に lipid intermediate : diamine 
transferase (Ldt)の触媒により取り込まれて細
胞表層へ移行し上記の生理機能を果たす。しかし、
本合成系は以下の 2 点において従来の原核生物
の合成系とは一線を画する、真核生物型のシステ
ムであることが明らかとなった。 
(1) 本菌においてリジンの脱炭酸を触媒する
lysine/ornithine decarboxylase (LDC/ODC)の
アミノ酸配列は原核生物由来の ODC や LDC と

は相同性を示さず、むしろ真核生物由来 の ODC 
に非常に高い相同性を示す。 
(2) 一方,S.ruminantiumにおけるLDCの研究で,
「生物では存在しない」とされていたアンチザイ
ム(AZ)を介した真核生物型ポリアミン分解制御機
構が発見された[Y. Yamaguchi, Y. Takatsuka & Y. 
Kamio, Biosci. Biotechnol. Biochem., 66, 
1431-1434 (2002)]。しかも本菌において,真核生
物で報告された AZ とは分子的実体が異なり,リボ
ソーム50SサブユニットL10がAZとして機能して
いた。以上のように,ポリアミン結合型細胞壁をも
つ細菌で,リボソーム構成蛋白質 L10 が分解制御
因子として機能する新たな真核生物型ポリアミン
分解制御機構の発見は国内外で初めてである。し
かし,これまで本機構の解明はなされていない。ま
た,PG の D-Glu 残基へのカダベリンの共有結合の
分子機構,並びに外膜 SLH ドメインを介した外膜
-PG 間の結合に関与するカダベリンの役割の分
子・原子機構は未解明であった。 
これらの知見を統合して考えると、本菌の表層
膜安定化に係るカダベリンの分子機能は、その生
合成系から表層膜上における機能的特性に至るま
で、一般的な原核微生物とは根本的に異なる独特
な生理機構の中で発揮されていることが伺える。
本菌におけるカダベリン分子の統合的生理機構の
理解は PG 結合型カダベリンが発見されてからの
長年の研究命題であった。 
 
２．研究の目的  
上記の研究背景下,本研究で我々は、（１）S. 
ruminantium のゲノム解析、（２）ポリアミン結合
型ＰＧの機能解明、（３）L10 を介したＬＤＣ／Ｏ
ＤＣ分解に関するプロテアーゼ遺伝子産物による
分解機構の解明、並びに（４）Ltd の生化学的お
よび構造科学的特性の解明を行う。 
 
３．研究方法 
3-１. S. ruminantium subsp.lactilytica 
TAM6421 株のゲノム解析に係る実験方法： 
本菌の培養は trypticase-yeast extract- 
lactate 培地で嫌気培養した。菌体からのゲノム
DNA は定法に従って調製し、ソニケーションで物
理的に裁断してサイズ分画した。断片長に応じ、S 
クローン（ 平均インサート長約 2 kbp ）、M クロ
ーン（ 約 4.6 kbp ）はプラスミドで、Lクロー
ン（ 約 34 kbp ）は、cosmid を用いて 3 種類の
ショットガンライブラリを作成した。それぞれの
ライブラリにおいて、ベクター配列をもとに調製
したプライマーを用いた cycle sequence  反応に
より、インサートの両端からの draft sequence を
得、アッセンブルを行った。配列のアッセンブル
の過程では、散在する様々な繰り返し配列をマス
ク配列として一時的に取り除き、contig 配列を得
た。より大きな断片をもったクローンのインサー
トの内部をシーケンスやcontig PCRによって確認
しながら環状化した。コンピュータ上で作成した



染色体 DNA の制限酵素地図と、OpGen 社
（ http://www.opgen.com/ ）に依頼して作成した 
Optical-map（ 全ゲノム制限酵素マップ ）と比較
して確認した。完成した塩基配列を基に、GeneMark 
S（http://opal.biology. gatech.edu/GeneMark/ 
genemarks.cgi）および Glimmer V3.02 
(http://www.cbcb.und.edu/software/glimmer/）
を用いて orf を予測し、それぞれの推定アミノ酸
配列をもとにして EMBL/GenBank/DDBJ データベ
ースに対して BLAST 検索を行った。さらに 
Interpro Database(15.0）、Uniprot Database
（18.0）を用い、ドメイン情報を得た。予想され
た ORF のアミノ酸配列の長さが BLAST 検索によ
り得た既知のタンパク質のアミノ酸配列の全長の
70 ％ 以上であること、その領域において 30 ％ 
以上の相同性を有していた場合、その orf を当該
遺伝子のオーソログであると判断した。また、コ
ンピュータ予測による翻訳開始位置は、SD 配列の
存在および当該オーソログの Ｎ-末端位置の比較
によって評価した。orf 産物の機能は BLAST 結果、
ドメイン（Uniprot Datebase、Interpro Datebase）
検索結果、KEGG pathway 割付結果、BRENDA（EC 
number DB）の情報をもとに推定した。なお、デー
タベース上に上記の条件にオーソログが見い出せ
なかった遺伝子産物名は hypothetical protein 
とした。一方、tRNA、SRP（ シグナル認識粒子 ）、
tmRNA、RNaseRNA および rRNA など機能 RNA 領域
の解析は tRNAschanSE v1.23
（http://lowelab/ucsc.edu/tRNA scan-SE/）、
ARAGORN v1.1.6（http://130.235.46.10 
/ARAGORN/）および Rfamscan.pl を用いて解析し
た。rRNA 領域は PCR 産物の解析およびサザンブロ
ッティング解析の結果と合わせ、コピー数を確定
した。代謝経路は KEGG pathway (http://www. 
genome.jp/kegg/pathway.html)にそれぞれの遺伝
子を割当て、解析した。 
 
3-2. PG 結合型カダベリンの Mep45 を介した 
外膜安定機構の解明に係る実験方法: 
3-2-1. Mep45 の 可 溶 化 並 び に 精 製 ： S. 
ruminantium の菌体を破砕後、超遠心で膜画分を
回収した。0.5% lauroylsarcosine 処理により 
Mep45 以外の夾雑蛋白質を可溶化・除去後、2% 
lithium dodecyl sulfate 処理により Mep45 を可
溶化した。その後、ゲルろ過クロマトグラフィー
にて精製した。 
3-2-2.チャネル活性測定：Kojima and Nikaido(下
記業績論文番号２) の方法に従い、人工膜小胞に
再構成しチャネル活性を測定した。 
 
3-3. L10 を介した ATP 依存性プロテアーゼに 
よる蛋白質分解機構の解明に係る実験方法: 
3-3-1. ATP依存性プロテアーゼ遺伝子の選抜および
クローニングに係る研究方法：上記 3-1のS. 
ruminantium ゲノム塩基配列からMEROPS data base
より推定されたセリンプロテアーゼおよびATP要求

性の２項目で本遺伝子を検索した。その結
果,SR1624,SR1526およびSR1625の３遺伝子候補が特
定された。SR1524は Lon型プロテアーゼであ
り,SR1526およびSR1625はそれぞれClpPおよびClpX
に相当し両者共同でプロテアーゼ活性を持つことが
知られている。さらにClpXP型は分解される蛋白質に
結合するアダプターを要求する。一方,Lon型はアダ
プターを要求しない。これらの知見から今回
は,ClpXP型を第一候補遺伝子に挙げた。これら２遺
伝子をpET15bプラスミドベクターに挿入し,プラス
ミドpsClpPおよびpsClpXを得た。各プラスミドで大
腸菌 BL21(DE3)を形質転換した。 
3-3-2. 組換え sClpP および sClpX の精製並びに
酵素反応に係る実験方法：E.coli BL21(DE3)/ 
psClpP および E.coli BL21(DE3)/psClpX を IPTG
（1 mM）,ペニシリン(100μg/ml)存在下,35℃で 2
時間培養し集菌した。菌体を海砂で破壊した後, 
20,000 x g で遠心後 sClpP については上清をポリ
エチレンイミン塩析,DEAE-5PW および TSK ゲル
G3000Ｗで SDS 電気泳動的に単一バンドまで精製
した。sClpX については,ニッケルカラム、
DEAE-SPWおよび TSKゲルG3000ＷでSDS電気泳動
的に単一バンドまで精製し,７量体として回収さ
れた。sClpP 標品はインタクト ClpP のＮ末端 2ア
ミノ酸残基が離脱した 14 量成熟体として回収さ
れた。精製sClpPおよびsClpX標品を20 mM MgCl2 , 
1mM ATP, 1mM DTT, 1μM LDC/ODC, 500 nM L10, 1μM 
sClpP,および 500 nM sClpX を含む 25 mM Tris-HCl 
buffer (pH7.5) を 37 C̊で保温し,分解される
LDC/ODC の量を経時的に LDC/ODC 抗体法で測定し
た。   
 
3-4.無細胞系によるLtdの活性測定法: 上記ldt 
候補遺伝子を大腸菌で発現し, 得られた組換え大
腸菌由来の粗膜画分を 14[C]-ジアミン, ATP, 
UDP-GlcNAc, MgCl2,UDP-MurNAc-pentapeptid と共
に 37℃で保温した後,ペーパークロマトグラフィ
ーおよびオートラジオグラフィーで解析した。そ
して,ペプチドグリカン画分に取り込まれた放射
能を測定した。  
 
４．研究成果 
４－１．S. ruminantium subsp.lactilytica 
TAM6421 株のゲノム解析(業績論文３)： 
 本菌は 3,003,680 bp、2,826 orf と７対のリボ
ゾーム RNA 遺伝子（rrn）、69 の tRNA をコードす
る環状ゲノム、および 9個のプラスミドを保有し
ていた。GC 含量は染色体では 50.7％、プラスミド
では 42.0 から 50.0％であった。 
 本菌は外膜を保有する「グラム陰性」の菌であ
るが、16S rRNA の配列から、グラム陽性の
Firmicutes 門分類される。本菌のゲノム解析の結
果、本菌が外膜を有することを除けば、様々なグ
ラム陽性型のシステムを有していること、外膜形
成に関わる遺伝子クラスターがゲノム全体に配置
されていることを明らかにすることが出来た。本



菌が有する７対の rrn のうち、３対の 16SrRNA 遺
伝子中には配列を分断する intervening 
sequence(IVS)が存在し、これらは成熟リボゾーム
中では除去されていた。またゲノム中４カ所(34.8, 
20.2, 40.6, 7.8 kbp)に溶原化ファージおよびそ
の痕跡、並びに 171.3kbp に渡る接合型プラスミド
と推定される領域が確認された。 
 9 個のプラスミド中の pSRC1 は 285,449 bp、266 
orfs をコードする巨大プラスミドであり、
enolase やビオチン合成系、トランスポーターな
どと想定される遺伝子群をコードしていた。また、
pSRC1 および 2には様々な糖代謝系酵素遺伝子が
コードされていた。また pSRC3-5 はファージに由
来すると推定された。 
 本菌と同様 Negativicutes に属し、ポリアミン
結合型の細胞壁を有する Veillonella parvula 
DSM208 株の比較ゲノム解析から、本菌の ORF のう
ち 40.2％が V. parvula でも見られた。特に核酸、
脂質、補酵素代謝系では 75％のアナログが共通で
あった。一方で糖代謝やシグナル伝達系に関わる
遺伝子群の共通性は 25％以下であった。また、外
膜を構成する LPS の生合成に関わる遺伝子群は 2
つの大きなクラスターを形成していた。 
 本菌の外膜係留機構は proteobacteria とは異
なり、ムレインリポタンパク質や Tol-Pal システ
ムに代えて、ポリアミンが共有結合したペプチド
グリカンと Mep45 のペリプラズム側 N-末端の SLH
ドメインとの相互作用がそれを担っている。Mep45
遺伝子は２つの LPS 生合成系遺伝子クラスターに
挟まれた領域に存在したが、Mep45 ホモログをコ
ードする 6つの遺伝子はゲノム上の様々な領域に
存在していた。鞭毛形成に関わる遺伝子群もいく
つかのクラスターにわかれて存在していた。本菌
は乳酸を炭素源として利用するときに鞭毛を形成
し盛んに運動するが、グルコースを炭素源とする
と鞭毛を形成しないことから、鞭毛形成はカタボ
ライト抑制により調節されていると考えられる。
本菌は cAMP 結合タンパク質(CRP)やアデニル酸シ
クラーゼのホモログを有するが、グラム陽性のカ
タボライト調製タンパク質 CcpA ホモログは見い
出されなかった。 
 以上のように、本研究によりグラム陽性、陰性
双方のシステムを併せ持つ本菌の生理をゲノムレ
ベルで解析できる基盤が整った。最近、本菌のよ
うに Firmicutes 門に属する外膜保有細菌は
Nagativicutes 綱にまとめられ、2015 年には
Selenomonadales 目、Acidaminococcales 目、
Veillonellales 目に再編された。本研究で明らか
になった事実を含め、本菌のゲノム情報は
Nagativicutes 綱に属する一群の細菌の系統発生
研究にも応用できる成果が得られた。 
 なお、一連の配列情報は染色体ゲノムは 
NC_017068.1 に、9 個のプラスミドは大きい順に 
pSRC 1（ 285,449 bp ）；NC_017078.1、pSRC 2
（ 94,348 bp ）；NC_017076.1、pSRC 3（ 73,380 
bp ）；NC_017073.1、pSRC 4（ 72,893 bp ）；

NC_017069.1、pSRC 5（ 35,182 bp ）；NC_017074.1、
pSRC 6（ 29,913 bp ）；NC_017070.1、pSRC 7
（ 29,781 bp ）；NC_017077.1（、pSRC 8（ 4,693 
bp ）；NC_017071.1、pSRC 9（ 2,614 bp ）；
NC_017072.1 に登録した。 
 
４－２. Selenomonas ruminantium の表層構造・
機能の分子特性解析(業績論文番号７)： 
ルーメン細菌は反芻動物における飼料消化と栄
養供給を担うため、宿主栄養生理に極めて重要で
あるが、その特性の多くは不明であった。我々は
これまでの研究で、S. ruminantium の外膜が、ペ
プチドグリカン結合型カダベリンと本菌の主要外
膜蛋白質 Mep45 との結合作用により維持・安定化
されることを明らかにしてきた（図 １）。本研究
では、機能未知であった Mep45 の C 末端側の膜
貫通領域の機能解析を行った。Mep45 は一細胞あ
たり 106 分子程度存在し、外膜表面積の約 8 割
を占める。従って外膜の透過性は Mep45 の膜貫通
領域の機能と深く関わっていると予想した。Mep45 
を単離・精製し、人工膜小胞に再構成してチャネ
ル機能を解析した。その結果、Mep45 は分子量約 
600 以下の化合物を非特異的に透過させる拡散チ
ャネルを形成していることがわかった（図 ２）。
チャネル孔の透過速度と化合物の分子半径の関係
性を表す Renkin 方程式を利用し、Mep45 チャネ
ル孔径を算出したところ、半径 0.58 nm であった。
このチャネル活性は、N 末端側の細胞壁結合ドメ
インを欠損させても変化がなかった。これらの結
果から、 Mep45 は N 末端側でペプチドグリカンに
結合し、C 末端側でチャネルを形成することで、
外膜安定化因子と外膜チャネルの二つの役割を果
たす二機能性蛋白質であることが明らかになった。
Mep45 のホモログはルーメン内最優勢菌群の一つ 
Veillonellaceae に特徴的に広く分布しているこ
とから、ルーメン内の細菌生態にとって何らかの
生理的意義があると考えられる。今後は、本細菌
群の細胞表層の特性と、宿主栄養生理との相互関
係の解明が課題となる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. S. ruminantium の細胞表層構造の模式図 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．Mep45 のチャネル活性  
透過速度は化合物の分子量に依存する。 

 
４－３. S.ruminantium の L10 を介した ATP 依存
性プロテアーゼによる LDC/ODC の分解制御機構の
解明（投稿準備中）: 
本菌の全ゲノム配列を参考に本菌からClp型プロ
テアーゼ遺伝子(clpP-clpX)を予測し,大腸菌にクロ
ーニングした後,組換え蛋白質(rClpP 並びにrClpX)
を得た。これら組換え対蛋白質をSDS電気泳動的に単
一バンドとして精製後,プロテアーゼ活性を測定し
た結果,予想通り精製rClpP標品が精製rClpX標品と
共同して,ATPおよびL10依存的にLDC/ODCを分解する
ことを明らかにした。 
 
４－３．Ltd の同定とポリアミン転移活性（投稿
準備中）： 
先に我々は、S. ruminantium の粗膜画分を用い
た試験管内 PG 生合成実験により、ポリアミンが 
PG 合成中間体であるリピド中間体のペンタペプ
チド鎖（L-Ala-D-Glu-meso-DAP-D-Ala-D-Ala）に
転移することを明らかにしている。転移反応の実
体は、D-Glu 残基の α-カルボキシル基とポリア
ミンのアミノ基とのアミド結合の形成である。こ
の反応は、内膜の細胞質側で生じ、ATP および 
Mg2+ 依存的に起こる。本反応を担う酵素 Lipid 
intermediate : diamine transferase (Ldt) の同
定を試みた。 
本菌ゲノム情報を利用し、次の 2 方向からの探
索戦略によって候補遺伝子を絞り込んだ。(A) ア
ミド結合の形成を ATP 依存的に触媒する酵素に
広く保存される ATP-grasp ドメインを持つ遺伝
子を探索した。本菌ゲノムには 10 個の該当遺伝
子があり、そのうち 6 遺伝子は既知遺伝子との相
同性があり、残り 4 個が機能未知であった。この 
4 つの機能未知遺伝子を Ldt 候補とした。(B) 
ATP 結合配列を持つ遺伝子を探索した。本菌には 
224 個の遺伝子が該当した。そのうち、大腸菌の
遺伝子と相同性を有する 188 遺伝子を除外した。
残り 36 遺伝子の中から、機能未知かつ PG 結合型
ポリアミンを有する菌種に保存されている 4 遺
伝子を Ldt 候補とした。(A)、(B) の合計 8 個の
候補遺伝子を、pET22-b ベクターを利用してそれ
ぞれ大腸菌にて発現させ、PG へのポリアミン転移
活性を測定した。その結果、 ORF2750 の発現サン

プルからポリアミン転移活性を検出できた（図３）。 

図３．ORF2750 のポリアミン転移活性の検出 
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