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研究成果の概要（和文）：海洋性細菌Vibrio alginolyticusは、創傷感染の原因菌である。本菌の病原性にはコ
ラゲナーゼが関与している。本菌のコラゲナーゼ産生は、VarS/VarA二成分制御系により調節される。本研究で
は、VarS/VarA制御系が調節する４つのsmall RNAを同定した。そして、VarAがそれらのプロモーター領域に結合
し、転写活性を正に制御することを明らかにした。さらにHapRは、コラゲナーゼ遺伝子のプロモーター領域に結
合して、転写を直接調節する転写因子であると明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Vibrio alginolyticus, a marine bacterium, is a causative agent of wound and 
ear infections. Collagenase is involved in its pathogenicity. We have previously revealed that the 
expression of collagenase is regulated by the VarS/VarA two-component regulatory system. In this 
study, we identified four small RNAs (CsrB1, CsrB2, CsrB3, CsrC) whose expressions were regulated by
 the VarS/VarA regulatory system. The transcriptional activities of promoters of all four small RNAs
 were positively regulated by the VarS/VarA regulatory system. Amount of CsrB3 was decreased in the 
cells of the varS and varA deletion mutant, but, inconsistent with the transcriptional activities, 
those of CsrB1, CsrB2 and CsrC were increased. This result suggests that there is a hitherto 
uncharacterized mechanism to regulate the amounts of small RNAs in the cells. In addition, we 
identified that HapR, the master regulator of quorum sensing system, regulates the transcriptional 
of collagenase.

研究分野： 細菌学

キーワード： Vibrio　二成分制御系　コラゲナーゼ　発現調節　small RNA　転写調節因子
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１．研究開始当初の背景 
	 薬剤耐性菌による感染症は、現在の臨床医
学の大きな問題点の一つである。新規抗菌薬
のターゲットとなる細菌分子は調べ尽くさ
れ、新規抗菌薬に対して細菌が速やかに耐性
を獲得することも懸念されている。そのため
製薬企業も抗菌薬開発に消極的と言われて
おり、新規抗菌薬の承認数は近年急速に減少
している。そのような状況の下、新しい作用
機構を持つ感染症治療薬の研究が始まって
いる。その一つが、細菌の病原因子を阻害す
ることで感染症の発症を抑え、宿主の免疫機
構による細菌排除を促す薬物である。さらに
近年、新規感染症治療薬の候補として最も盛
んに研究されているものの一つが、細菌の毒
素産生を阻害する薬物である。その様な薬物
は細菌の生育を阻害しないため、耐性獲得の
防止においても有用と考えられている。	
	 Vibrio属や Clostridium属などの細菌には、
毒素としてコラゲナーゼを産生し、膠原線維
を分解することで結合組織を破壊し感染巣
を急速に拡大するものがある。そのような細
菌感染症においては、コラゲナーゼの産生を
阻害する物質が新規の治療薬となることが
期待される。本研究では、Vibrio属細菌のモ
デルとして V.	alginolyticus	を研究対象と
する。本菌は主に魚介類の感染症の原因菌で
あり、養殖業において養殖魚を全滅させるこ
ともある。ヒトでは、創傷感染や外耳・中耳
への感染症を引き起こすことが知られてお
り、重症度の高い V.	vulnificus（いわゆる
人喰いバクテリア）感染症に類似した創傷感
染の症例も、近年複数報告されている。この
ような劇症創傷感染の病態にもコラゲナー
ゼが関与していると考えられる。	
	 これまでの研究の結果、V.	alginolyticus
のコラゲナーゼ産生を調べたところ、本菌は
培地中に添加したゼラチン（コラーゲンの熱
変性物）の濃度に依存してコラゲナーゼを産
生した。さらに、種々のコラーゲン様の配列
をもつペプチドを合成してコラゲナーゼの
産生を調べたところ、ペプチドの配列に依存
してコラゲナーゼを産生することが分かっ
た。これらの結果から、本菌は環境中のコラ
ーゲンの存在を感知する機構(コラーゲン・
センサー)を持っていることが示唆された。
そこで、V.	alginolyticusのコラーゲン・セ
ンサーを同定するために、トランスポゾンを
用いたランダムミュータジェネシスを行っ
た。その結果、コラゲナーゼ産生にかかわる
遺伝子としてセンサー・キナーゼをコードす
る遺伝子(varS)が同定された。varS欠失変異
株はコラゲナーゼ産生能を失った。また、
varS 変異株に野生型 varS 発現プラスミドを
導入したところ、コラゲナーゼ産生能が相補
された。これらの結果から、VarS がコラゲナ
ーゼの産生に関わっていることが明らかと
なり、コラゲナーゼ産生誘導機構が推定され
た。	
	

２．研究の目的	
	 V.	alginolyticusのコラゲナーゼ産生誘導
機構を解明するために、本研究では下記の①
と②について明らかにする。	
①VarS/VarA制御系が制御するsRNAの同定と
その発現調節機構の解明	
	 BLAST を用いた解析により、VarS は
VarS/VarA 二成分制御系のセンサー・キナー
ゼと予想された。二成分制御系では、センサ
ー・キナーゼが環境中のシグナルを感知する
ことで自己リン酸化され、続いてそのリン酸
基をレスポンス・レギュレーターに転移する。
リン酸化されたレスポンス・レギュレーター
は活性化され、下流遺伝子の転写開始を調節
する。V.	alginolyticusのゲノム配列を決定
したところ、VarS と二成分制御系を構成する
レスポンス・レギュレーター(VarA)が推定さ
れた。varA欠失株のコラゲナーゼ産生は、低
下した。また in	vitroリン酸化実験により、
VarS から VarA へリン酸基が転移することが
明らかとなった。以上から、推定された VarA
は、VarS と二成分制御系を構成し、コラゲナ
ーゼの産生を制御すると考えられた。	
	 他菌種においては、VarS/VarA 制御系は
small	RNA	(sRNA)の発現を調節することで下
流の遺伝子発現を調節する。そこで、本研究
では、本菌の VarS/VarA 制御系も sRNA の発
現を調節するか明らかにする。VarS/VarA 制
御系によって調節される sRNA を同定し、そ
の発現調節機構を明らかにする。	
②colAの転写因子の同定とその機能解析	
	 VarS/VarA-sRNA 制御系は、下流のタンパク
質の発現を翻訳レベルで調節すると予想さ
れる。他方、研究代表者らは本菌における
colAの発現調節は、転写レベルで行われるこ
とを明らかにした。これらから、VarS/VarA
制御系は sRNA を介して転写因子の発現を翻
訳レベルで調節しており、その転写因子が
colA の発現を転写レベルで調節していると
予想される。そこで本研究では、プロモータ
ー領域に結合して、colAの転写を直接調節す
る転写因子を同定する。	
 
３．研究の方法 
①VarS/VarA制御系が制御するsRNAの同定と
その発現調節機構の解明	
	 他菌種において VarS/VarA 制御系は sRNA
の発現調節を介して下流の遺伝子発現を翻
訳レベルで調節することが報告されている。
そこで、V.	alginolyticusのゲノム配列を探
索して、VarS/VarA 制御系によって発現が調
節される sRNA を推定する。推定された sRNA
の転写活性が VarS および VarA によって制御
されるかを、sRNA のプロモーターと lacZ と
の融合遺伝子を挿入したプラスミド DNA を持
つ株のβ-galactosidase 活性を測定し調べ
る。さらに sRNA の発現量に対する VarS およ
び VarA の影響を、northern	blot 法により調
べる。次に sRNA の転写開始点を 5’RACE 法
により決定する。VarA を GST 融合タンパク質



として大腸菌タンパク質発現系を用いて生
産し精製する。得られた GST-VarA 融合タン
パク質と、sRNA のプロモーター領域の DNA 断
片を用いてゲルシフトを行い、VarA が sRNA
のプロモーター領域に結合するか調べる。	
②colAの転写因子の同定とその機能解析	
	 VarS/VarA-sRNA 制御系による下流の遺伝
子発現調節は、翻訳レベルで行われると考え
られる。しかし qRT-PCR 法による解析の結果
から、本菌の colA の発現は転写レベルで行
われることが明らかとなった。このことから、
VarS/VarA-sRNA 制御系は、まず colA の転写
因子の発現を翻訳レベルで調節し、その転写
因子が colA の発現を転写レベルで調節する
と予想される。そこで、colAの転写因子の同
定を行う。まず、colAのプロモーター周辺の
発現調節に関与する領域を、LacZ レポーター
アッセイにより同定する。colAの開始コドン
より上流側の DNA 領域を lacZ 遺伝子の上流
に挿入した融合遺伝子を作製する。この融合
遺伝子を、mini-Tn7	insertion	system を用
いて野生株の染色体 DNA 上に挿入する。得ら
れた株のβ-galactosidase 活性が培地に添
加したゼラチンによって誘導されるかを調
べ、colAの発現調節にかかわる DNA 領域を同
定する。同定された DNA 領域に転写因子が結
合し colAの転写が調節されると考えられる。
そこで、同定された DNA 領域を磁気ビーズに
固相化し、野生株の細胞内タンパク質からそ
の DNA 領域に結合するタンパク質をプルダウ
ンする。プルダウンされたタンパク質を
nanoLC-MS/MS 解析して、転写因子を同定する。
同定された転写因子の遺伝子欠失株を作製
し、欠失株中の colAの発現を調べることで、
その転写因子により転写が調節されるか明
らかにする。さらに、HapR を GST 融合タンパ
ク質として大腸菌タンパク質発現系を用い
て生産して精製する。精製した GST-HapR 融
合タンパク質と、colAのプロモーター領域の
DNA 断片を用いてゲルシフトを行い、HapR が
colAプロモーター領域に結合するか調べる。	
	
４．研究成果	
①VarS/VarA二成分制御系が制御するsRNAの
同定を試みた。他の細菌において VarS/VarA
系は、sRNA の発現調節を介して下流の遺伝子
発現を翻訳レベルで制御すると報告されて
いる。VarS/VarA 系が制御する sRNA は、その
塩基配列の類似性に基づいて CsrB と CsrC の
二種類に分類されている。そこで、 V.	
alginolyticus の染色体 DNA のドラフト配列
を探索したところ、３つの csrB（csrB1、csrB2、
csrB3）と１つの csrCが推定された。推定さ
れた CsrB と CsrC の二次構造を、核酸二次構
造 予 測 プ ロ グ ラ ム MFOLD
（ http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfol
d/rna-folding-form）を用いて予測した。そ
の結果、いずれの Csr も 11〜16 個の loop 領
域に GGA	motif を持つ stem-and-loop からな
る特徴的な構造を有しており、VarS/VarA 系

が調節する sRNA と予測
された(図１)。Northern	
blot 法により Csr の発
現を調べたところ、発現
量に差があるものの、い
ずれの Csr も野生株に
おいて発現しているこ
とが明らかとなった（図
２）。	
	 csrBおよび csrCの発
現は、VarS/VarA 系によ
って調節されると予想
された。そこで各 csr
のプロモーター領域と
lacZ との融合遺伝子を
持つプラスミドを作製
し、野生株および varS
または varA欠失株中の
各 csr の転写活性を調
べた。その結果、
varSまたは varA
欠失株中の csr
の転写活性はい
ずれも、野生株
よりも低下する
ことが明らかと
なった（図３）。
この結果から、４つの csr の転写活性は
VarS/VarA 制御系により正に調節されること
が明らかとなった。次に northern	blot 法に
より varSまたは varA欠失株中の Csr の発現
量を野生株と比較した。その結果、varSまた
は varA 欠失株における CsrB3 の発現量は、
野生株と比較して低下していた(図２)。一方、
CsrB1、CsrB2 および CsrC の発現量は、予想
に反し野生株よりも増加していた。図３に示
すように、それら３つの csrの転写活性はい
ずれも VarS/VarA 系によって正に調節されて
いたことから、Csr の発現量を転写後に調節
する分子機構が存在すると考えられる。これ
までに他菌種において報告されている全て
の Csr の発現量は、VarS/VarA 系により正に
調節されており、CsrB1、CsrB2 および CsrC
は、VarS/VarA 系によって発現量が負に調節
される初めての Csr である。	
	 ４つの csrのうち１つを欠失させた変異株
中の他の３つの Csr の発現量を northern	
blot 法により調べた。その結果、１つの csr
の欠失が他の Csr の発現量に影響を示すこと
が明らかとなった。この結果から、４つの Csr
の発現量を相互に調節する分子機構が存在
することが示唆された。これまでにその様な
報告はなく、VarS/VarA 系が調節する Csr の
発現量の未知の調節機構の存在が予想され
る。	
	 VarA は、各 csrのプロモーター領域に結合
し、その発現を直接調節するか調べた。まず
5'RACE法により csrの転写開始点を決定した。
転写開始点より上流領域のゲノム配列を探
索したところ、VarA 結合配列が推定された。



そこで VarA が、推定された VarA 結合配列に
結合するかゲルシフト法により調べた。その
結果、推定 VarA 結合配列を含む DNA 断片で
は VarA の量に依存してバンドのシフトが見
られたが、推定 VarA 結合配列を含まない DNA
断片ではバンドのシフトが見られなかった
（図４）。この結果から VarA は、推定された

VarA 結合配列に結合することが明らかとな
った。以上の結果から csrの発現は、VarA が
転写開始点の上流の VarA 結合配列に結合す
ることにより正に調節されると考えられた。	
②コラゲナーゼ遺伝子（colA）のプロモータ
ー領域に結合して、その転写を直接制御する
転写因子の同定を試みた。まず colA の転写
調節に必要な染色体 DNA 領域の同定を試みた。
推定プロモーター配列を含む colA の上流側
313	bp の領域を PCR で増幅し、lacZ 遺伝子
の上流に挿入した。この融合遺伝子を野生株
の染色体 DNA に挿入し、得られた株のβ
-galactosidase 活性を測定した。その結果β
-galactosidase
活性が、培地へ
のゼラチン（基
質）の添加によ
って誘導された
（図５）。このβ
-galactosidase
活性の誘導パタ
ーンは、コラゲナーゼ産生の誘導パターンと
同様であった。以上より、この 313	bp の DNA
領域が colA の発現誘導に必要であることが
明らかとなった。この DNA 領域に転写調節因
子が結合すると予想された。そこで、この 313	
bpの領域のDNA断片を固相化した磁気ビーズ
を用いて、野生株から調整した cleared	
lysate中からこの領域のDNA断片に結合する
タンパク質をプルダウンし、質量分析法によ
り同定した。その結果、HapR が同定された。
HapR は、クオラム・センシング（QS）のマス
ター・レギュレーターと呼ばれる転写調節因
子であり、菌の密度に応じた遺伝子発現制御
に関る。本菌のコラゲナーゼ産生は、後期対
数増殖期に達した後に誘導されることから、
QS による制御も受けると考えられる。さらに
これまでの研究から、本菌のコラゲナーゼの
産生に関ることが明らかとなった VarS/VarA
二成分制御系のシグナルは、QS 系に繋がるこ
とが他の細菌において報告されている。以上
より、HapR が colA の発現調節に関ると予想
された。そこで、野生株の染色体DNA上の hapR
を欠失させた変異株を作製し、コラゲナーゼ
産生を調べた。その結果、hapR欠失株は親株
と比較してコラゲナーゼ産生が低下した（図

６）。さらに qRT-PCR により colAの発現量を

比較したところ、hapR 欠失株中での colA の
発現量は、親株より低下していた。以上の結
果から、HapR は本菌の colA の発現調節に関
ることが明らかとなった。hapR欠失株のコラ
ゲナーゼ産生のパターンは、varA欠失株と同
様であった。このことから、VarS/VarA 二成
分制御系は、HapR を介して colA の発現を制
御する可能性が考えられた。	
	 次に HapR が実際に colAのプロモーター領
域に結合するかゲルシフト法により調べた。
大腸菌タンパク質発現系を用いてHapRをGST
融合タンパク質として生産して精製した。得
られた GST-HapR 融合タンパク質と colAプロ
モーター領域の DNA 断片を用いてゲルシフト
を行った。その結果、添加した rHapR の量に
依存したバンドのシフトが観察された（図
７）。この結果から、HapR は colAプロモータ

ー領域に結合すると考えられた。さらに colA
プロモーター領域の種々の領域の DNA 断片を
作製してゲルシフトを行い、HapR との結合に
関る領域を決定した。その結果、HapR との結
合には colA プロモーター領域中の 26	bp の
領域が必要であることが分かった。この領域
には、他の菌種で報告されている HapR 結合
に必要なモチーフ配列に類似の配列が保存
されていた。以上の結果から HapR は、colA
のプロモーター領域の HapR 結合モチーフに
結合し、colAの発現を制御することが明らか
となった。	
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