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研究成果の概要（和文）：溶菌酵素（エンドライシンやオートライシン）は、ペプチドグリカンを分解し細菌を
死滅させる酵素である。また、その分解部位によりムラミダーゼ、グルコサミニダーゼ、アミダーゼ、エンドペ
プチダーゼの4種類に分類される。さらに、構造学的には、触媒ドメインと細胞壁結合ドメインから構成されて
いる。本研究では、ウエルシュ菌のエンドライシンであるPsaとディフィシル菌のオートライシンである
Acd24020の生化学的性質および構造解析を行った。その結果、これらの溶菌酵素は、共にそれぞれの菌に特異的
に作用すること、さらには、Acd24020の特異性は基質結合溝の構造に依存していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Lytic enzymes (endolysins or autolysins) are enzymes that degrade 
peptidoglycans and kill bacteria. They are classified into four types according to their degradation
 site: muramidase, glucosaminidase, amidase, and endopeptidase. Furthermore, structurally, they are 
composed of a catalytic domain and a cell wall binding domains. The aim of this study is to 
elucidate the substrate recognition and binding mechanism of lytic enzymes at the molecular level. 
In this study, we clarified the biochemical properties and the structure of the catalytic domain of 
Psa, an endolysin of C. perfringens. and Acd24020, an autolysin of C. difficile. We found that both 
of these lytic enzymes are specific to their corresponding bacteria, and that the specificity of 
Acd24020 depends on the structure of the substrate-binding groove.

研究分野： 細菌学

キーワード： 溶菌酵素　エンドライシン　オートライシン　ペプチドグリカン　ウエルシュ菌　ディフィシル菌　X線
結晶構造解析　酵素触媒反応機構

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、PsaとAcd24020がそれぞれウエルシュ菌やディフィシル菌に対して特異的に働くことを明らか
にし、その特異性が触媒ドメインの構造に依存していることを明らかにした。このことは溶菌酵素の種特異性に
関して新たな学術的知見を得ることができた。また、PsaとAcd24020がそれぞれウエルシュ菌とディフィシル菌
に特異的に作用し死滅させることを明らかにした。このことは、食中毒やガス壊疽の原因菌であるウエルシュ菌
や臨床現場で問題となっている抗菌薬誘発性偽膜生大腸炎の原因菌であるディフィシル菌に対して新たな治療薬
の候補となることを明らかにしたものであり、社会的意義が高いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

細菌の生存に必須の細胞壁を構成するペプチドグリカンは、グリカン鎖を 8～

12個のアミノ酸からなるペプチド鎖（種や属により異なる）が架橋した網目構造

のペプチドグリカンにより構成されている。溶菌酵素は、ペプチドグリカンを分

解する酵素であり、その分解部位により 4種類に分類される（Fig. 1）。また、溶

菌酵素は、ファージの放出に関与するエンドライシンと細胞分裂時のペプチドグ

リカン再構築に関与するオートライシンに分けられ、共に細胞外から作用させる

と細胞壁を破壊し、菌を死滅させることができる。溶菌酵素は、種もしくは属特

異的に溶菌活性を示すことが知られており、一般的に種特異性は前者が高く後者

は低い。また、溶菌酵素は、触媒ドメインと菌に結合する結合ドメインからなる

ものが多く、結合ドメインがその種特異性を担っていると考えられているが、分

子レベルで種特異性や基質認識・結合機構が明らかにされているものはほとんど

無い。従って、溶菌酵素の結合ドメインが何をどのように認識してどのように結合

しているのかを明らかにすることは学術上極めて興味深い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ウエルシュ菌の溶菌酵素（Psm、Acp、CPE1138）やディフィシル菌の溶菌酵素（CD24020）に焦点を当て、

その結合ドメインの結合基質と基質認識・結合機構を分子レベルで明らかにすることを目的とする。また、⾷中毒やガス
壊疽の原因菌であるウエルシュ菌や臨床現場で問題となっている抗菌薬投与より誘発される偽膜⽣⼤腸炎の原因菌であ
るディフィシル菌に対する新たな抗菌薬としての知⾒を得ることを⽬的とする。 
 

３．研究の方法 

(1)タンパク質の調整 

 ウェルシュ菌のゲノムから，PCR より得た目的遺伝子を発現ベクター（pCold,Takara Bio Inc., Japan）にクローニン

グし，大腸菌（BL21-CodonPlus-RIL，Agilent Technology, Inc.,USA）に導入し，大量培養することにより目的量のタン

パク質を得た。Ni アフィニティークロマトグラフィーを始めとする各種カラムクロマトグラフィーにより精製した後，

必要に応じて濃縮し，各種実験に用いた。 

(2)溶菌酵素の生化学的解析 

 精製した溶菌酵素を用いて、濁度低下法、ザイモグラフィー、

Cell Binding Assay、MIC 測定により溶菌酵素の生化学的解析

を行った。 

(3)X 線結晶構造解析 

各種結晶化スクリーニングキットを用いて、293 K 下、リザ

ーバー溶液と 1：1 で結晶化ドロップを作成し、シッティング

ドロップ蒸気拡散法により結晶化を行った。X 線データの収集

は、100 K 下、リガク社製 R-AXIS VII イメージングプレート

システム/MicroMax 回転対陰極 X 線発生装置、および高エネ

ルギー加速器研究機構 Photon Factory にて行った。 

 

４．研究成果 

 (1)Psa の生化学的解析 

 ウエルシュ菌 st13 株のゲノム情報を用いて BLAST サーチを行

い、溶菌酵素の候補遺伝子である CPE1138 を発見し Psa と名付け

た(Fig. 2a)。さらに、PCRによりCPE1138 遺伝子を増幅し、発現

ベクターpColdII の NdeI-XhoI サイトにクローニングし、N 末端

に His-Tag を融合した Psa を発現するベクターを構築した。同様

に、Psa の N末端ドメイン（触媒ドメイン）と C末端ドメイン（結

合ドメイン）に関してもクローニングを行い、発現ベクターを構

築した。それぞれのタンパク質は、問題なく発現し、精製を行う

ことができた(Fig. 2b)。さらに、ザイモグラフィーを用いた解析

により野生型 Psa（Psa-his）と Psaの触媒ドメインのみの変異体

（PsaCD-his）だけが溶菌活性を持つことがわかった(Fig. 2c)。

一方、細胞への結合活性を調べるため Cell binding assay を行

った。その結果、野生型 Psa（Psa-his）と Psa の結合ドメインの

みの変異体（PsaBD-his）だけが細胞に結合することがわかった

(Fig. 2d)。さらに、Psa の種特異性を調べた結果、ウエルシュ菌

に特異的に作用することがわかった。さらに、Psa の溶菌活性に

与える pH、塩、金属、温度の影響を調べた結果、pH は 6〜8、塩濃度 200mM 以上、37 度で活性が高いこと、Zn の添加に

よりその活性が低下することがわかった(Fig. 3a-d)。また、様々な菌を用いた Cell Binding Assayを行ったところ、ウ

Fig. 2 SDS-PAGE analysis, zymography analysis, and binding 
analysis of Psa-his, PsaCD-his, PsaBD-his, and PsaY51Fhis. 
(a) Schematic diagrams of Psa, PsaCD, and PsaBD are shown 
Psa has an N-terminal catalytic domain (CD) of the amidase_2 
family (indicated by gray bar) and a novel C-terminal cell wall-
binding domain (CBD). These proteins were expressed and 
purified with a histidine-tag (MNHKVHHHHHH) fused to the 
N-terminus. The molecular weights of each histidine-tagged 
protein are shown on the right of the corresponding horizontal 
bar. (b) Purified Psa-his, PsaCD-his, PsaBDhis, and PsaY51F-
his (1 µg each) were subjected to 12.5% SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis. The gel was stained with Coomassie blue R. (c) 
Zymography analysis was carried out according to the Materials 
and Methods. Purified Psa-his (0.5 µg), PsaCD-his (2.0 µg), 
PsaBD-his(2.0 µg), and PsaY51F-his (0.5 µg) were 
electrophoresed in a 12.5% SDS-polyacrylamide gel containing 
20 OD600 of heat-inactivated and SDS-treated C. perfringens 
HN1314 cells. The arrowheads indicate cell lysis.(d) Binding 
activity was measured according to the Materials and Methods. 
The purified protein and non-binding internal standard, bovine 
serum albumin (BSA), were combined with (+) or without (-) 
C. perfringens HN1314 cells; the mixtures then were 
centrifuged, and the resulting supernatants were analyzed by 
12.5% SDS-PAGE. 

Fig. 1 Schematic diagram of the cell wall 
of C. perfringens 

 



エルシュ菌に特異的に結合することがわかった。 

 (2)Psa と Psm の相乗効果 

 Psa はそのアミノ酸配列からアミダーゼであることが予想さ

れる。一方、以前報告した Psm はムラミダーゼであり、Psa と

異なるペプチドグリカンの部位を分解し、菌を殺すことができ

る溶菌酵素である。また、異なる切断部位の溶菌酵素を組み合

わせることにより相乗効果があるという報告がある。そこで

Psa と Psm による相乗効果の有無を検討した。その結果、FIC 

index が Psa 34.6 nM (1.25 μg/mL)と Psm 3.9 nM (0.16 μ

g/mL) の時に 0.5となったことから相乗効果があることがわか

った(Fig. 4)。 

(3)Psaの触媒ドメインの構造解析と反応機構 

 精製した Psa-CD(38.5 mg/mL in 20 mM Tris-HCl, 100 mM 

NaCl, 20% glycerol)を用いてシッティングドロップ蒸気拡

散法により結晶化を行った。その結果、reservoir solution

が  200 mM Potassium bromide, 200 mM Potassium 

thiocyanate, 0.1 M Sodium acetate, 3 % w/v poly-γ-

glutamic acid, 5% w/v PEG 3350, pH 5.0 の条件でタンパ

ク質の結晶を得ることができた。さらに、X 線構造解析を行

ったところ、1.65 オングストロームの分解能で構造を決定す

ることができた(Fig. 5)。この結果より、活性中心に Zn を

含むタンパク質であることも明らかとなった。さらに、活性

中心に隣接するアミノ酸を変異させた変異

体の溶菌活性を測定した。その結果、26番目

と 27番目のヒスチジン、28番目のプロリン、

37 番目のロイシン、46 番目のフェニルアラ

ニン、51 番目のチロシン、65 番目のアルギ

ニン、72番目のアラニン、123番目のヒスチ

ジン、129 番目のスレオニン、131 番目のシ

ステインの変異体で大きく活性が低下する

ことがわかった。これらの情報をもとに

Fig.6 に示す反応メカニズムを提唱した。 

（4）Acd24020 の生化学的解析 

ディフィシル菌630株のゲノム情報よりオ

ートライシンと思われる遺伝子CD24020を発

見し、Acd24020 と名付けた。この遺伝子のアミノ酸配列より、N末端にシグナ

ルシークエンス、３つの SH3b ドメイン（細胞壁結合ドメイン）と C 末端にデ

ンドペプチダーゼである NlpC/P60 ドメインをもつことがわかった(Fig. 7)。

さらに、この遺伝子のシグナルシークエンスを除いた全長、N 末端細胞壁結合

ドメイン、C末端触媒ドメインをそれぞれ発現ベクター（pColdII）にクローニ

ングし大腸菌 BL21-RIL を用いて発現させ、Ni アフィニティークロマトグラフ

ィー及び陰イオン交換樹脂を用いて精製した。さらに、精製したタンパク質を

用いてその生化学的性状をディフィシル菌を用いた濁度低下法により解析し

た。その結果、pH6 以下および pH8 以上で活性が大きく低下すること、触媒ド

メインのみでも溶菌活性があること、NaCl の添加により活性が低下することを

明らかにした(Fig. 8)。なお、結合ドメインのみの変異体および

触媒ドメインのみの変異体でもディフィシル菌に結合することも

明らかにした。さらに、様々な菌株を用いて溶菌活性を測定する

ことによりその種特異性を解析した。その結果、ディフィシル菌

に加え、Clostridium novyi ATCC17861 や Clostridium ramosum 

ATCC25582 にも溶菌活性を示すことがわかった。さらに、

Acd24020、Acd24020-CD および Acd24020-BD の様々な細菌への結

合活性をCell binding assayにより測定した。その結果、Acd24020

が溶菌活性を示さない細菌への結合も多く見られた(Fig. 9)。 

(5)Acd24020 の構造解析 

 精製した Acd24020-CD(125 mg/ml in 20 mM Tris–HCl, 50 mM 

NaCl, pH 7.5)を用いシッティングドロップ蒸気拡散法により結

晶化を行った。その結果、reservoir solution(200 mM ammonium citrate dibasic, 20% (w/v) polyethylene glycol 

Fig. 3. Characterization of the lytic activity of Psa-his. The lytic 
activity of Psa (1 U) against C. perfringens HN1314 was determined 
using the turbidity reduction assay. (a) Optimal pH of Psa-his. The 
relative activity at pH 6.0 was set as 1. (b) The effect of NaCl on Psa-
his lytic activity was determined, and the relative activity at 300 mM 
NaCl was set as 1. (c) The effects of divalent metal cations on Psa-his 
lytic activity were determined by the addition of 1 mM MgCl2, CaCl2, 
MnCl2, ZnCl2, or EDTA. The relative activities are shown with activity 
in the absence of divalent cations (with 1 mM EDTA) set as 1. (d) The 
thermal-stability of Psa-his lytic activity was determined by measuring 
lytic activity after 10 min of heat treatment at 37, 45, 60, 75, and 
100 ℃. The relative activity at 37 ℃was set as 1. 

Fig. 4. Synergistic killing by Psa-his and 
Psm-his of C. perfringens HN1314 in a 
checkerboard assay. 
Serial 2-fold dilutions with PBS (-) of 
Psa-his and Psm-his (20 µL; individually 
and in combination) were mixed with 20 
µL (4 x 106 cells) of C. perfringens 
HN1314 on ice. After a 30-min 
incubation at 37 ℃, 2 µL (2 x 105 cells) 
of each mixture were spotted to GAM/2 
agar plates and incubated anaerobically 
at 37 ℃ for 12 h. Rows A-F are Psa-his 
concentrations of 4.3, 8.7, 17.3, 34.6, 
69.2, and 138.5 nM. Columns 1-6 are 
Psm-his concentrations of 1.0, 1.9, 3.9, 
7.8, 15.5, and 31 nM. 

Fig. 5. Structure of Psa-CD  

Fig. 6 Predicted catalytic reaction mechanism of Psa-CD 



3,350, pH 5.1) の条件で良好な結晶を得ることができた。さら

に、X 線構造解析を行ったところ、1.56 オングストロームの分

解能で構造を決定することができた(Fig. 10a)。 

  

Fig. 8 Characteristics of lytic activities of Acd24020, Acd24020-CD, 
and Acd24020-BD. (a) The lytic activities of the enzymes were 
determined by the Turbidity Reduction Assay using C. difficile 630 
cells. Fifteen µg/ml (0.37 µM) of Acd24020 (filled circles), 5 µg/ml 
(0.33 µM) of Acd24020-CD (open circles), or buffer (filled 
triangles) was added to the cells, and then, the optical density at 600 
nm (OD600) was measured at 2-min intervals for 30 min. (b) The 
optimal pH for Acd24020 lytic activity was determined using borate 
phosphate universal buffer. The lytic activity was tested with 15 
µg/ml (0.37 µM) of Acd24020 and calculated after 15 min, as 
follows:[ΔOD600 test (Acd24020 added) − ΔOD600 control 
(buffer only)]/initial OD600. The relative activities at pH 6.0 are 
shown as 100%. (c)Inhibitor, MTSET; 0 µM (filled circles), 100 µM 
(open circles), 120 µM (filled triangles), 140 µM (open triangles), 
160 µM (filled diamonds), and15 µg/ml (0.37 µM) of Acd24020, or 
buffer (open diamonds) were added to preincubated cells. The 
turbidity was measured every 2 min. (d)The effect of salt (NaCl) on 
Acd24020 (15 µg/ml, 0.37 µM) lytic activity was determined using 
25 mM Tris‒HCl (pH 7.0). Relative activity of 100% was assigned 
to the value of 0 mM NaCl. Means in all experiments were 
calculated based on three independent experiments. Standard 
deviations in (b) and (d) were calculated by three independent 
experiments, each with triplicate samples. 
 

Fig. 9 Binding assay of Acd24020, Acd24020-CD, and 
Acd24020-BD for various bacteria. Experiments were repeated 
three times with similar results. (a) Two µg of purified 
Acd24020 (49 pmol) and BSA as a nonbinding internal 
standard were incubated on ice with or without heat-inactivated 
cells, indicated at the top of the gel. After centrifugation, the 
supernatants were analyzed by 12% SDS-PAGE. (b)Binding 
assay of Acd24020-CD (2 µg, 132 pmol) using albumin as a 
nonbinding internal standard and 15% SDS-PAGE is shown. 
(c) Binding assay of Acd24020-BD (2 µg, 74 pmol) using BSA 
as a nonbinding internal standard and 12% SDS-PAGE is 
shown 

Fig. 10 Modeling structure of Acd24020-CD/peptidoglycan complex 
and proposed catalytic reaction mechanism. (a) The hourglassshaped 
substrate-binding groove of Acd24020-CD with the modeled peptide 
side chains cross-linking two glycan backbones is illustrated. The 
residues of the peptide side chains and the residues of the enzyme 
interacting with peptide side chains are labeled. (b) Schematic diagram 
of the interactions between Acd24020-CD and the modeled 
peptidoglycan is shown. The peptide bond conformations of (ϕ,φ) are 
labeled on the residues of the modeled peptidoglycan. Putative residues 
interacting with the modeled peptidoglycan are shown with hydrogen 
bonds and salt bridges by dotted lines. (c) The catalytic Cys299 and 
His354 residues in form-A and form-B are illustrated. Cys299 in the 
intermediate position to be activated is shown by a thin bond (left). The 
proposed catalytic reaction mechanism (dynamic Cys/His catalyzing 
mechanism) of Acd24020 is shown (right) 

Fig. 7  Gene Structure of Acd24020 



さらに、この構造をもとにディフィシル菌のペプチドグリカンのモデルを用いてドッキングシミュレーションを行った

（Fig. 11 a,b）。ドッキングシミュレーションより得られた情報より、基質結合溝を構成するアミノ酸の変異体を構築

し、その活性を測定した。その結果、299番目のシステイン、354 番目のヒスチジン、287 番目のチロシン、289 番目のト

リプトファン、298 番目のアスパラギン酸、317 番目のアルギニン、300番目のセリン、318 番目のバリン、320 番目のア

ルギニン、317 番目のアルギニン、366番目のヒスチジン、385 番目のチロシン、368 番目のセリン、などにおいて溶菌活

性が大きく低下した(Table1)。これらの結果より、このドッキングシミュレーションがほぼ正しいことが推測される。ま

た、これらの変異体解析により Fig. 10cに示す反応メカニズムを提唱した。 

 (6) Psa のまとめ 

Psa は、pH6-8、塩濃度 300mM 程度でウエルシュ菌特異的に作用する溶菌酵素であることがわかった。EDTA により活性

の低下が見られないことより、Psa に含まれるZnは強固にタンパク質に結合していることがわかる。また、Znと配位結

合を形成しているアミノ酸の変異体では、その活性が大きく低下することから、この Zn はペプチドグリカン分解活性に

重要な役割を果たしていることが考えられる。しかしながら、過剰な Znの添加により Psa の活性は消失する。これは一

般的な Zn による影響であると考えられ、過剰な Zn が非特異的にタンパク質に結合してその活性を阻害する現象である

と考えられる。その他の金属による影響はほとんど受けない。また、Psa の N末端触媒ドメインのみではウエルシュ菌に

結合しないが、C末端結合ドメインは単独でウエルシュ菌に結合する(Fig. 2d)。また、Psa はウエルシュ菌にしか結合し

ない。このことからウエルシュ菌に対する特異性は、C末端の結合ドメインに依存していることが強く推定されるが、そ

の分子メカニズムは不明である。今後、C末端ドメインの構造解析を行うと同時に、結合ドメインの結合基質を明らかに

しそのメカニズムを明らかにする必要があると考えている。 

 さらに、Psa（アミダーゼ）は、分解部位の異なる Psm（ムラミダーゼ）

と混合することにより相乗効果を示すことを明らかにした。このことは、

今後、溶菌酵素を新規の抗菌薬として臨床応用していくためには、重要な

情報である。 

（7）Acd24020 のまとめ 

 Acd24020 は pH6-8 において低塩濃度でディフィシル菌に比較的特異的

に作用する溶菌酵素であることを明らかにした。一般的にオートライシン

は種特異性が低いと言われているが Acd24020 は種特異性があることから

他のオートライシンと比較して特殊であると考えられる。また、溶菌酵素

は、一般的に細胞結合ドメインがないと触媒ドメインが機能しないが、

Acd24020 に関しては、その触媒ドメイン（Acd24020-CD）単独でも結合ド

メインを持つ野生型と同等の溶菌活性を持つことを明らかにした。この点

においても Acd24020 がユニークな溶菌酵素（オートライシン）であること

がうかがえる。さらに、Acd24020 および Acd24020-CD、Acd24020-BD が様々

な菌に結合することから、Acd24020の種特異性は、その結合特異性にある

のではなく触媒機構にあることが示唆された。 

Acd24020 の触媒ドメイン（Acd24020-CD）の構造解析に成功した。その

結果、Fig. 10a に示す基質結合溝があることがわかった。さらに、基質結

合溝を構成するアミノ酸の変異体を作成して Acd24020 の溶菌活性を調べ

たところ、それら大半は溶菌活性の低下が見られた。なお、構造情報と変

異体の溶菌活性の情報より、299 番目のシステインと 354 番目のヒスチジ

ンは触媒反応に直接関与するアミノ酸であることがわかった。また、287 番

目のチロシン、289 番目のトリプトファン、298 番目のアスパラギン酸、

317 番目のアルギニンは、L-Ala1-γ-D-Glu1を認識するアミノ酸であるこ

となど多くのアミノ酸の役割が明らかとなった（詳細は、Table 1 参照）。 

さらに、エンドペプチダーゼ活性を有する他の溶菌酵素の構造とディフ

ィシル菌のペプチドグリカンをドッキングさせて比較した（Fig. 11）。そ

の結果、他の溶菌酵素（BcYkfC、CdCwlT、SaCwlT）では、ディフィシル菌

のペプチドグリカンと衝突する部位や大きく乖離する部位が形成される

ことが明らかとなった。このことから、Acd24020の種特異性のメカニズム

は、Acd24020の基質結合溝の構造にあることが明らかとなった。すなわち、

Acd24020 の基質結合溝は、ディフィシル菌のペプチ

ドグリカンのペプチドブリッジの構造にフィットす

るため Acd24020 はディフィシル菌のみを溶菌させる

が、他の菌に対しては結合するが溶菌活性を示さない

と 考 えら れ る。 しか しな が ら、 Acd24020 は

Clostridium novyi や Clostridium ramosumにもある

程度の活性を有していることから、これらの菌はディ

フィシル菌のペプチドブリッジの構造

と似た構造を取っていることが考えら

れる。 

Table1 Relative activities for Acd24020 and the 
mutant forms of Acd24020  

Fig. 11 Structural comparison between the catalytic domains of the NlpC/P60 enzymes.  
The substrate-binding grooves of Acd24020-CD with the distribution charge, BcYkfC 
(pink), CdCwlT (orange), and SaCwiT (green) are illustrated by surface representation 
with the modeled peptidoglycan. 
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