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研究成果の概要（和文）：セレノモナス　ルミナンチウムのペプチドグリカン(PG)に共有結合して存在するカダベリン
(Cad)合成酵素LDC/ODCはリボソーム蛋白質L-10によりその合成が制御されている。次の３点が本研究の成果である。(1
)LDC/ODC-L10複合体分解酵素ClpXPプロテアーゼ遺伝子がクローニングされ、同遺伝子産物の精製および特性が明らか
にされた。(2)本菌の外膜主要蛋白質Mep45のN末端領域に存在するSLHドメインがペリプラズム空間でPG結合型Cadと特
異的に結合して、外膜を安定化させる機構が明らかにされた。(3)PGへのCad結合酵素(Ldt)遺伝子が同定され。その遺
伝子産物が精製された。

研究成果の概要（英文）： Selenomonas ruminantium has cadaverine(Cad),which links covalently to the peptido
glycan (PG) for the cell devision.In this bacterium,Cad is synthesized constitutively from L-lysine by lys
ine/ornithine decarboxylase (LDC/ODC) and transferred to PG. Here,we found that (1) LDC/ODC was degraded a
t an early stationary phase by ATP dependent ClpXP.This degradation requires a ribosomal protein L10 which
 is induced into cytoplasm by putrescine in the cells. The induced L10 has similar biochemical and biophys
ical characteristics to those of an antizyme (AZ),which have been reported only in mammalian cells.(2) PG-
bound Cad mediates an interaction between PG and the periplasm-exposed S-layer homologous domain of Mep45,
 a major outer membrane (OM) protein of this bacterium, thereby forms the structural linkage between the P
G and OM.(3)The gene of lipid intermediate:diamine transferase (Ldt) for cadaverine-adding reaction into t
he lipid intermediate was cloned and the gene product was purified.
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１．研究開始当初の背景 
すべての生体内に存在する脂肪族アミンであ

るポリアミンは,遊離の形で存在して酸性生体

成分とイオン的に相互作用,核酸や蛋白質の合

成促進、酵素活性の調節などの生理作用を発揮

することが報告されてきた。ところが 1981 年以

降,研究代表者らにより(1)S. ruminantiumの細

胞壁 peptidoglycan (PG)の D-Glu 残基に共有結

合して存在するカダベリン,(2)本共有結合を触

媒する lipid intermediate : diamine transferase 
(Ldt),(3)カダベリンの欠損時に起きる PG から

の外膜の剥離,およびそれに誘発される細胞死,

等が発見され [Y. Takatsuka & Y. Kamio. Biosci. 
Biotechnol. Biochem., 68, 1-19 (2004) (Review)],
生体高分子に共有結合して存在するポリアミン

の新規生理機能の発見として注目を集めた。さ

らに,S.ruminantium は一般の G(-)菌に存在し

て表層構造の安定に必須なムレインリポ蛋白質

を欠き,さらに遺伝子においては,tol-pal gene 
cluster を欠くことから,本菌における PG 結合

型カダベリンが関与する新規な表層膜安定機構

の解明が期待された。1986 年に研究代表者らに

より,本菌のカダベリン生合成を担う LDC/ODC

活性が α-difluoromethyl lysine; DFML) によって

不可逆的に阻害されることが見出され,これに

より PG 結合型カダベリンの生理機能解明への

手掛りが得られた。本菌を DFML 存在下で培養

すると PG 結合型カダベリンが劇的に減少する

ことが示され,本条件下で細胞は,外膜の剥離を

伴う表層膜構造の異常並びに細胞形態の変形を

起こして生育阻害に至ることが明らかとなった。 

DFML による阻害効果は培地中に遊離カダベリ

ン分子を添加することで完全に解消され,細胞

に取り込まれたカダベリン分子はそのほぼ全て

が PG 結合型に移行していた。このことから,PG 

結合型カダベリンは本菌表層膜の維持・安定化

に寄与すると推察された。そして 2010 年に本結

合型カダベリンは,S. ruminantium 外膜構成蛋

白質 Map45 の SLH ドメインを介した外膜-PG 間

のアンカーの役割をする果たすことが明らかに

なった[S. Kojima, KC Ko, Y. Takatsuka, N. Abe, J. 
Kaneko, Y. Itoh & Y. Kamio, J. Bacteriol. 192, 
5953-596 (2010)]。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（発

見当初は P22 と命名された）が AZ として機能し

ていた。S.ruminantium の L10 の構成アミノ酸

配列には,既知の原核生物の L10 には存在しな

い２領域（Ａ, Ｂ領域）が存在し,両領域とも

AZ 活性に必須であった。その後,真核生物型オ

ルニチン脱炭酸酵素（ODC）を有する超高熱性真

正 G(-) 細 菌 Aquifex aeolicus お よ び

Thermotoga maritima にも S.ruminantium L10 
の上記２領域の存在が見出された。これまで,

マウスにおいて過剰のポリアミン蓄積時で見ら

れるポリアミン誘導性の調節蛋白質 AZ を介し

た ODC 分解制御機構が解明されているが,下等

生物ではポリアミンが過剰に存在しても毒性を

誘発しないことから,高等生物に見られるよう

な負のフィードバック機構は存在しないと考え

られてきた。しかるに,我々の発見した L10 を介

したポリアミン分解制御機構は原核生物で見つ

かった初の負の制御機構であった。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。 

 
２．研究の目的  
上記の研究背景下,本研究で我々は(1)S. 

ruminantium における PG 結合型カダベリンの

外膜安定機構の分子レベルでの解明,(2)S. 
ruminantium LDC の L10 を介した ATP 依存性プ

ロテアーゼによる分解機構の解明,および

(3)Ldt 遺伝子のクローニングおよび本酵素の

生化学的および構造科学的特性の解明を行う。

本研究で我々は,これら(1)～(3)の未解明課題

を解決し,S.ruminantiumのLDC分解制御機構を

規範として,真核・原核生物の領域を越えた生物

全般のポリアミン合成制御機構に関しての共通

原理を提案すると共に,G(-)菌の表層構造の安

定に係る新規概念を細菌表層研究に植え付ける。 

 
３．研究の方法 
3-1. PG 結合型カダベリンの外膜安定機構の解 

明に係る研究方法: 



3-1-1. S. ruminantiumのPG 結合型カダベリ

ンと相互作用し得る外膜側因子の選抜: 本
菌の主要外膜蛋白質 Mep45 に着眼した。そ

の理由として,唯一の推定 PG 結合蛋白質

（常温 SDS 処理で難溶性）であり,本菌表層

面積の 80～85%を占めていることと, N 末
端側 SLH ドメインを保持していることであ

る。   

3-1-2. Mep45 の配向性モデルの決定に係る

研究方法： フレンチプレス破砕による反転

膜小胞を作製しプロナーゼＫによる SLHド

メインの分解を生菌を対象にして測定し,分
解が起きた場合は SLH ドメインはペリプ

ラズム側に配向していると判定した。 
3-1-3. SLH ドメインと PG 結合型カダベリン

と の 相 互 作 用 に 係 る 研 究 方 法 ：  Δ

SLH-Mep45 を作製し,無細胞系での PG 結
合解析をインタクト SLH-Mep45 と比較検

討して決定した。さらに組換え GST-SLH 
ドメインを作製し,無細胞系での PG 結合解

析を行って判定した。 
3-1-4. Mep45 の 精 製 並 び に 可 溶 化 : 

S.ruminantium の膜画分を 1% Triton X-100 

処理し,遠心後上記処理後の膜画分を 5 M 塩

酸グアニジンに懸濁し,遠心後遠心上清を

PBS に透析し可溶化 Mep45 を調製した。 

3-1-5. プルダウン法によるin vitro 結合解

析系の構築: 精製 PG（不溶性）と可溶化 

Mep45を室温で15分間混合した後,遠心した。

沈澱画分（結合画分）を SDS-PAGE で解析し

た。  

3-2.S. ruminantium の 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 

に係る研究方法: 

3-2-1. L10 の特性解明に係る研究方法: L10

の LDC への結合アミノ酸残基を同定する。既

にLDCにおけるL10結合部位が決定され,さら

に結合常数が 8 x 10-11と決定された。L10 は

大腸菌を含む一般の真正細菌のリボソーム構

成蛋白質 RPLJ (RplJ) とアミノ酸配列で

80％以上の相同性を有しているが,大腸菌の

RplJにはLDC分解促進活性が見られなかった。

既に L10 にのみ存在し,他の細菌の RPLJ では

欠損している A (K101NKLD105)および B 領域 

(G160VIRNAVYVLD170) の両領域が L10 の機能に

必須であることが明らかになったので,大腸

菌リボソーム蛋白質 RplJ に欠損している上

記 A およびＢ領域に S.ruminantium 由来の

AおよびBペプチド断片を挿入してRplJ変異

蛋白質を作製する。そして本変異蛋白質が

LDC に対して結合活性および分解促進活性を

持つか否かを検証し,両領域の L10 機能の必

須性を確認する。 

3-2-2. 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：我々と製

品評価技術基盤機構 (NITE)の共同研究にて決

定された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。 

3-2-3. 組換え sClpP および sClpX の精製並

びに酵素反応に係る研究方法： 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。   



3-3. Ldt遺伝子のクローニングおよび本酵素の 

生化学的特性の解明に係る研究方法:   
3-3-1．Ldt 候補遺伝子選抜法: 本菌ゲノム 

塩基配列より推定された ATP-grasp motif 

の中で ATP 依存性 carboxylate-amine 

ligase family 遺伝子を検索した。しかも推 

定 ATP 利用性においては機能未知であり, 

大 腸 菌 遺 伝 子 と 相 同 性 を 示 さ ず 

Veillonellaceae で保存されている遺伝子 

を選択した。これに該当する遺伝子を検討し 

た 結 果 , 8  O R F s が 選 抜 さ れ た 。 

3-3-2．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-pentapeptide 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 における PG 結合型カダベ 

リンの外膜安定機構の分子レベルでの解明：  

上述した研究背景の項の一連の研究成果・知見

により,本菌の PG 結合型カダベリンは外膜－ 

PG 間接着構造に作用して大腸菌におけるムレイ

ンリポ蛋白質に相当する機能を果たすと推察さ

れ,本分子と相互作用する外膜側因子の存在が想

定された。本因子の特定は長年の課題であったが,

本研究により,S. ruminantiumの主要外膜蛋白質 

Mep45 が PG 結合型カダベリンの存在依存的に

本菌の PG に結合することが見出され,これによ

り本課題の解決をみた。 Mep45 は本菌における

唯一の主要外膜蛋白質であり,ペリプラズム側に

露出した アミノ末端側 SLH ドメインと,カルボ

キシル末端側の外膜貫通領域で構成される。SLH 

ドメインは多くの原核微生物の表層蛋白質に見

出される機能ドメインとして,種々の細胞壁構成

成分との相互作用を持つことがこれまでに知ら

れていた。無細胞系 PG 結合解析により,本菌の

外膜主要蛋白質 Mep45 のペリプラズムに露出し

た46-アミノ酸残基から成るSLHドメインを介し

た外膜--PG 間の強固なアンカーとなり,表層構

造の安定に必須物質として存在することが証明

された。本相互作用は反応系中の高濃度の塩や遊

離カダベリン分子の存在により阻害されないこ

とから,両者間の相互作用はイオン結合や単なる

カダベリン分子への構造認識によるものではな

いことが示唆された。SLH ドメインとの相互作用

に必要な PG の最小構造の決定のため,本菌 PG 

の peptide stem 並びにリゾチームによる PG 

分解産物 （分子量約 30 k）を単離し, SLH ドメ

イン－ PG 間相互作用に対する阻害効果の解析

がなされたが,その結果後者のみが阻害効果を示

すことがわかった。このことから,両者間の相互

作用は SLH ドメインがカダベリンを含む本菌 

PG の構造全体を認識することによって生じると

結論された。 

これらの研究に続いて,Mep45 の SLH ドメイ

ンと PG 間の結合力の強弱が細胞の表層膜安定

性に直結することが実証された。この研究にはカ

ダベリンと類似した構造を持つジアミン分子種 

[NH3
+·(CH2)n·NH3

+ (n = 3～ 6) ,カダベリンは n = 
5] が使用され,これらのジアミン種がカダベリ

ンと同程度に PG に取り込まれる性質が研究進

展への足掛かりとなった。すなわち ,S. 
ruminantium のカダベリン生合成を阻害する条

件で本菌を培養しつつ,培地中に本ジアミン種を

添加すると,これらは PG に取り込まれるので,

本菌の PG 結合型カダベリンを他の任意ジアミ

ン種に置き換えることができた。各ジアミン種結

合型 PG それぞれに対する Mep45 の SLH ドメ

インの結合力が解析され,その結果本ドメインは

カダベリン結合型 PG に対してのみ特異的に強

い相互作用を示すことが見出された。さらに,カ

ダベリン以外のジアミン種結合型 PG を保持す

る細胞においては外膜の剥離,および毒性物質へ

の耐性低下が起こることが明らかとなった。しか

も,結合型カダベリンをプトレシン等の他のポリ

アミンに変換した変異株は,野生株が元来持つ

SDS (80μg/ml）や novobiocin (2μg/ml）の薬

剤耐性および高温(43℃)生育特異性を喪失した。

本結果より,PG 結合型カダベリンの分子機能は 

Mep45 の SLH ドメインと本菌 PG との相互作用

を媒介して外膜－PG 間接着構造に寄与し,本菌

の表層膜を維持・安定化することにあると結論付

けられた。 

4-2. S.ruminantium の 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: 

4-2-1. L10の特性解明及び大量発現系の構築：

大腸菌リボソーム蛋白質 RplJ に欠損してい

る上記 AおよびＢ領域に S.ruminantium 由

来のAおよびBペプチド断片を挿入してRplJ変

異蛋白質を作製し,本変異蛋白質がLDCに対し

て結合活性および分解促進活性を持つか否か



を検証した結果, RplJ変異蛋白質は S. 

ruminantium L10と同様の作用を持った。従っ

て,両領域のL10機能における必須性が証明さ

れた。 

4-2-2. S. ruminantium のカダベリン合成酵

素であるLDC/ODCの分解制御機構の解明：

研究代表者はNITE との共同研究で,本菌

の全ゲノム配列を決定したので,これを参

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. Ldt 遺伝子のクローニングおよび本酵素  

生化学的および構造科学的特性の解明: 

次の３点を明らかにした。 

① 選抜された8 ORFsのうちORF2750 がプトレ

シン転移活性を示した。 

② ORF2750 酵素活性における各因子の効果を

解析した結果,ORF2750 によるプトレシンの

PG 画分への取り込み活性には ,ATP, 

UDP-GlcNA,UDP-MurNAc-pentapeptide が要

求された。本要求性は,Ldt の反応機構と一

致した。従って,本結果は ORF2750 が Ldt

であることを強く示唆した。 

③ ORF2750 のアミノ酸配列解析と推定触媒機

構を検討すると ORF2750 は,ATP 依存性 

carboxylate-amine ligase に広く保存され,

アシルリン酸中間体を経由する触媒機構を

もつ ATP-grasp ドメインを保持していた。

し か も ORF2750 オ ル ソ ロ グ は

Veillonellaceae で保存されていた。本特

徴は、Veillonellaceae における PG 結合

型ポリアミンの系統分布の裏付けとなった。 

4-4. 結論 

結論①：S.ruminantium の表層膜安定化機構に

関しては,PG 結合型カダベリンは外膜蛋白

質 Mep45 と  PG 間の相互作用を媒介

し,Mep45 と PG 間の結合力の強弱が表層膜

安 定 性 に 直 結 す る ATP-grasp 蛋 白 質 

ORF2750 がジアミン転移反応を触媒する。 

結論②： グラム陰性型表層膜の構造的多様性に

関する新視点については,グラム陰性型表層

膜構造が,プロテオバクテリア型（ムレイン

リポ蛋白質・Tol-Pal システム）グラム陰性

ー陽性中間型(Mep45 型外膜蛋白質)の二つ

に大別されることを明らかにした。 
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