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研究成果の概要（和文）：連鎖球菌などの病原性細菌による動物細胞への接着や侵入に関して、動物の細胞外マ
トリクスとして存在する多糖グリコサミノグリカンが標的となることが示されている。本研究では、連鎖球菌に
おけるグリコサミノグリカンの輸送（フォスフォトランスフェラーゼ）系と分解・代謝機構を構造生命科学の観
点から明らかにした。また、連鎖桿菌にグリコサミノグリカンの取り込みに機能する新たなABCトランスポータ
ーを見出した。本成果に基づいて、これらの分子機構を創薬ターゲットとして利用できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：For colonization and invasion to animal cells, some pathogenic bacteria such
 as Streptococcus target glycosaminoglycans present in host extracellular matrices. In this study, 
streptococcal phosphotransferase system involved in the import of a glycosaminoglycan hyaluronan as 
well as the bacterial degradation/metabolism mechanisms of the fragmented hyaluronan were clarified 
by molecular and structural biology. A novel ABC transporter was also identified in Streptobacillus 
to be an importer of fragmented glycosaminoglycans. Based on results obtained here, inhibitors of 
these bacterial molecular machineries are expected to become promising agents for the bacterial 
infectious diseases. 

研究分野：応用微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 動物の細胞外マトリクスの重要な構成成分
として存在するグリコサミノグリカン（GAG）
は、主にウロン酸［グルクロン酸（GlcA）或
いはイズロン酸（IdoA：GlcAの C5位エピマ
ー体）］とアミノ糖［（アセチル化）グルコサ
ミン或いはガラクトサミン］から成る二糖の
繰り返し配列をもつ多糖である。構成糖、糖
結合様式、及び硫酸化レベルに基づいて、GAG
はヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、ヘパ
リン、ヘパラン硫酸などに分類される。ヒア
ルロン酸とコンドロイチン硫酸ではウロン酸
とアミノ糖が 1−3 グリコシド結合で繋がって
いるのに対し、ヘパリンとヘパラン硫酸は1−4
グリコシド結合を示す。 
	 近年、連鎖球菌をはじめとする病原性細菌
による動物細胞への接着や侵入に関して、
GAGが標的となることが示されている。例え
ば、ヒアルロン酸を単一炭素源として生育す
る肺炎（連鎖）球菌Streptococcus pneumoniaeは、
分泌酵素ヒアルロン酸リアーゼによりヒアル
ロン酸を、二重結合をもつ不飽和二糖に断片化
し、動物細胞へ侵入・感染することが示唆され
ている。ヒアルロン酸リアーゼは他の病原性細
菌にも存在し、コンドロイチン硫酸にも作用す
る酵素が知られている。連鎖球菌はヒアルロン
酸を資化するため、その断片化のみならず輸
送・分解・代謝も感染に重要であるが、不飽和
二糖の取り込みや分解・代謝に関する研究は遅
れている。 
	 本研究者らは、連鎖球菌の細胞内で、不飽和
二糖（断片化 GAG）の分解酵素（ヒドロラー
ゼ UGL）及びその反応により生じる単糖（不
飽和ウロン酸）の代謝酵素（イソメラーゼDhuI
とレダクターゼ DhuD）を初めて分子同定し、
それらの酵素遺伝子が連鎖球菌のゲノムに一
つのクラスター（GAG 遺伝子クラスター）を
形成することを明らかにした（図 1）。以上の
知見に基づいて、病原性細菌による GAGの断
片化、断片化不飽和二糖の取り込みと分解、
及び分解物の代謝に関わる分子機構モデルを
構築している。 
 
２．研究の目的 
	 連鎖球菌はヒトに常在することも知られて
いるため、GAGの分解が動物細胞への定着に
重要である可能性が考えられる。従って、病
原性細菌による GAGの断片化、輸送、及び分
解・代謝機構を明らかにすることは、細菌に
よる動物細胞外マトリクスを介した定着・感
染機構の理解に繋がる。これまで、本研究者
らも含めて、連鎖球菌による 1−3 結合のヒア
ルロン酸の断片化に関わるヒアルロン酸リア
ーゼの構造と機能、或いはその感染における
生理的意義が研究されてきた。しかし、単一
のヒアルロン酸の断片化だけでは、病原性細
菌による多様な GAG の認識や分解について
包括的に理解することは困難である。本研究
者らは、GAG遺伝子クラスターに 1−4結合の
ヘパラン硫酸に作用するヘパラン硫酸リアー

ゼ HepC と低いながらも相同性を示すタンパ
ク質の遺伝子を見出し、1-3と 1-4結合を含む
多様な GAGの断片化・取り込み・分解・代謝
に本遺伝子クラスターが寄与することを示唆
している。そこで、本研究では、GAGの分解
による細菌の動物（ヒトを含む哺乳類）細胞
への定着・感染機構を明らかにすることを目
的とし、研究の遅れている 1−4 結合のヘパリ
ンやヘパラン硫酸の断片化、多様な GAGから
生じる断片化不飽和二糖の取り込み、並びに
その分解と代謝に関わる病原性細菌の分子機
構に焦点を当て、それらの構造と機能との時
空間的相関を解明し、その成果を細菌感染症
治療へ応用する。対象とするコアタンパク質
を以下の三つに分類する：（i）GAG断片化多
糖リアーゼ（HepC）、（ii）断片化 GAGの膜
輸送体（超分子複合体: フォスフォトランス
フェラーゼ系 PTS）、及び（iii）断片化 GAG
の分解酵素（UGL）と代謝酵素（DhuI、DhuD）。 
 
３．研究の方法 
	 GAG に作用するコアタンパク質の立体構
造解析のため、多検体スクリーニングにより
結晶化条件を確立した。京都大学農学研究科
或いは放射光実験施設（SPring-8）で X線回折
データを収集し、結晶学的性質（格子定数、空
間群、分解能など）を決定した。セレノメチオ
ニン誘導体タンパク質を用いた異常分散法或
いは分子置換法により位相を決定し、初期モ
デルを構築後、構造を精密化した。これによ
り、リガンド非結合型タンパク質の立体構造
を明らかにした。また、基質との結合型タン
パク質の結晶構造も決定した。酵素・タンパ
ク質における各残基の役割を明らかにするた
め、部位特異的変異体を作製し、その機能を
解析した。 
(1) 細胞外断片化酵素：HepC	 これまでに、
HepC の遺伝子が約 200 種類の細菌ゲノムに
見出されているが、その酵素活性は GAG遺伝
子クラスターをもたない二種類の細菌にのみ
認められている。そこで、HepC遺伝子を対象
に比較ゲノム解析を行い、本酵素遺伝子のゲ
ノム座位及びその酵素活性を調べた。さらに、
HepCの構造機能相関を解析した。 
(2) 膜輸送体：PTS	 PTSは、フォスフォエノ
ールピルビン酸を脱リン酸化した後、そのリ
ン酸基を複数のサブユニットタンパク質
［Enzyme I、HPr、IIA、IIB、IIC-IID］を介し
て基質に転移し、同時にリン酸化基質として
細胞質内に取り込む。Enzyme Iと HPrは糖質
特異的でない構成タンパク質であるのに対し、
IIA、IIB及び IIC-IIDは糖質特異性を示す。そ
のため、主に可溶性サブユニットタンパク質
（IIAと IIB）及び膜ドメインを構成するヘテ
ロ二量体（IIC-IID）を中心にそれらの構造と
機能を解析した。また、連鎖球菌における断
片化 GAGの輸送系を同定するため、PTS測定
系を確立した。 
(3) 細胞質分解酵素：UGL	 連鎖球菌由来
UGLについて、1−3結合をもつ断片化 GAGに



対する作用機構を明らかにしている。また、
本酵素が 1−4 結合の断片化基質にも弱いなが
らも作用することを見出した。そこで、連鎖
球菌 UGL の基質特異性と触媒反応機構に関
わる構造要因を解析した。 
(4) 細胞質代謝酵素：DhuIと DhuD	 不飽和グ
ルクロン酸/イズロン酸の代謝に関わる連鎖
球菌由来イソメラーゼ（DhuI）とレダクター
ゼ（DhuD）を初めて分子同定し、それらの酵
素学的性質と立体構造を決定している。そこ
で、DhuIと DhuDについて、それらの基質認
識と触媒反応に関わる分子機構を解析した。 
(5) GAG を介した細菌と動物細胞との相互作
用	 6穴培養プレートに形成させたGAG産生
ヒト培養細胞の単一層に、GAG存在または非
存在下で細菌を添加し作用させた。その後、
非特異的に相互作用していた細菌を洗浄除去
し、ヒト培養細胞に接着していた菌体数を計
測することにより、GAGを介した細菌と動物
細胞との相互作用を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外断片化酵素：HepC	 比較ゲノム解
析の結果、GAG遺伝子クラスターに HepC遺
伝子が認められる細菌が多数存在することが
分かった。当該細菌の一つとして、乳酸桿菌
の HepC 遺伝子をクローニングし、組換え酵
素を調製した。本酵素がヘパリンを分解した
ことから、1-4結合の GAGに作用する遺伝子
クラスターの存在が明らかになった。また、
細菌が多様な GAG のそれぞれに作用できる
ように、GAG遺伝子クラスターを進化（多様
化）させていることが示唆された。 
	 本研究者らは、土壌細菌 Pedobacter 
heparinus由来HepCの立体構造をX線結晶構
造解析により明らかにしているため、乳酸桿
菌 HepC の立体構造をホモロジーモデリング
により決定した。乳酸桿菌 HepCは N末端に
α 構造を、C 末端に β 構造をもつことが示唆
された。また、N 末端の α ドメインは α/α バ
レル構造を、C 末端の β ドメインは逆並行 β
シート構造を形成すると考えられた。 
(2) 膜輸送体：PTS	 連鎖球菌 Streptococcus 
agalactiaeはヒアルロン酸を分解する。ヒアル
ロン酸の断片化と分解に関わる酵素群をコー
ドする本菌の遺伝子クラスターには、フォス
フォエノールピルビン酸（リン酸供与源）を
駆動力とする輸送体 PTS 遺伝子が存在する
（図 1上）。 

 
図 1. GAG 遺伝子クラスター 

	 そこで、PTS の輸送活性測定法として、連
鎖球菌のトルエン処理細胞によるフォスフォ
エノールピルビン酸の消費を定量する方法が
適していることを確認した。実際、トルエン
処理した連鎖球菌細胞が、断片化ヒアルロン
酸（不飽和二糖）存在下で、フォスフォエノー
ルピルビン酸をピルビン酸に変化させること
を見出し、断片化ヒアルロン酸が PTSにより
取り込まれることを初めて明らかにした。そ
こで、IIAの結晶化を行い、得られた結晶から
X線回折データを収集した。 
	 連鎖球菌の GAG 遺伝子クラスターと類似
のセグメントを連鎖桿菌のゲノムに見出し、
PTSの代わりに基質結合タンパク質（SBP）依
存 ATP結合カセット（ABC）トランスポータ
ーがコードされていることを発見した（図 1
下）。そこで、SBP の組換え体を調製し、本
タンパク質が断片化 GAG と結合することを
明らかにした。SBP について、基質結合体と
非結合体のそれぞれの立体構造を決定し、断
片化 GAG を結合する構造要因を明らかにし
た（図 2）。 

 
図 2．SBP の立体構造 

（左：基質非結合体、右：基質結合体） 
 
	 SBPは、N-ドメインと C-ドメインから構成
されており、そのドメインの中央で断片化
GAGを結合し、断片化糖の各糖残基を特異的
に認識するアミノ酸残基を配置していること
が明らかになった。また、本 SBPが基質の硫
酸基数に応じて、基質結合に伴うドメインの
開閉度を変化させることを見出し、多様な細
菌 SBPにおいて、新規な動的基質認識機構を
提唱した。 
	 組換え大腸菌の細胞膜より、各種界面活性
剤とクロマトグラフィーを駆使し、ABCトラ
ンスポーターを精製した。本 ABCトランスポ
ーターは、SBP と断片化 GAG の存在下での
み ATPase活性を示した。このことから、断片
化 GAGが ABCトランスポーターにより取り
込まれることが明らかになった。 
(3) 細胞質分解酵素：UGL	 S. agalactiaeに由
来する UGL（SagUGL）は、Asp-175を酸・塩
基触媒残基として分解反応を行う。一方、活
性部位に位置する Asp-115 は、細菌由来 UGL
に高度に保存されているにもかかわらず、その
役割は不明である。そこで、SagUGL の Asp-
115 を Asn に置換した変異体（D115N）を構
築し、組換え変異体の酵素活性を測定した。
その結果、活性が顕著に低下したことから、



Asp-115 が酵素反応に重要であることが示唆
された。その残基の機能を明らかにするため、
本変異体の立体構造を X線結晶構造解析によ
り決定した。変異体は、野生型酵素と同等の
基本骨格（α6/α6-バレル）を示した（図 3左）。
しかし、活性部位に着目して野生型酵素と比
較すると、変異体の Asn-115（野生型：Asp-115）
と触媒残基 Asp-175 の側鎖の配向が異なって
いることが示された（図 3右）。Asn-115は、
触媒残基 Asp-175 と水素結合を形成し、相互
作用していた。そのため、この水素結合によ
り、Asp-175が活性型の位置にシフトできなく
なり、変異体酵素の活性低下が引き起こされ
ることが明らかになった。このことから、
SagUGL の Asp-115 は、触媒残基である Asp-
175 と、互いの負電荷に基づいた静電的反発
により、Asp-175を活性型配置にシフトさせる
ことに機能すると考えられた。また、本酵素
反応は、グリシンにより顕著に阻害されるこ
とが分かった。 

 
図 3. UGL の全体構造と触媒残基 

 
	 1-3 結合型及び 1-4 結合型断片化 GAG のそ
れぞれに特異的に作用する UGLの比較構造解
析により、活性部位のポケット構造とループ
が 1-4 結合型断片化 GAG の認識に重要であ
ることを明らかにした。 
(4) 細胞質代謝酵素：DhuIと DhuD	 GAG（不
飽和ウロン酸）の代謝に機能する連鎖球菌
Streptococcus pyogenes由来 NADH依存レダク
ターゼ SpyDhuDの立体構造を、X線結晶構造
解析により決定した。その結果、本酵素は、三
層からなる α/β/α を基本骨格として補酵素結
合モチーフ Rossmann fold と二本のループを
もつことが分かった。その補酵素結合部位に
おけるアデニル酸リボース 2’位結合部位では、
電荷が負に帯電しており、空間容積が小さい
ことから、本酵素が NADPH を利用できず、
NADH に特異性を示す構造要因が明らかにな
った（図 4）。 

 
図 4. DhuI の補酵素結合部位 

 

	 乳酸桿菌の GAG 遺伝子クラスターでは、
DhuIと DhuDとそれぞれ同一の反応を触媒す
る酵素 KduIと KduDがコードされている。そ
こで、乳酸桿菌由来 KduIと KduDの組換え酵
素をそれぞれ調製し、その酵素活性を解析し
た。その結果、GAG遺伝子クラスターにコー
ドされる KduIと KduDが GAGの代謝に機能
することを初めて明らかにした。 
(5) GAG を介した細菌と動物細胞との相互作
用	 GAG産生ヒト細胞として、腸管様（大腸
癌）細胞Caco-2を理化学研究所より購入した。
そこで、細菌と宿主細胞との GAGを介した相
互作用を明らかにするため、ヒアルロン酸存
在或いは非存在下で、連鎖球菌の Caco-2細胞
への接着を調べた。その結果、連鎖球菌の
Caco-2 への接着はヒアルロン酸存在下で競合
的に阻害される傾向にあり、本菌がヒアルロ
ン酸を介してCaco-2と接着することが示唆さ
れた。 
 
【結論】本研究により、病原性細菌における
GAG輸送系と分解・代謝機構を構造生命科学
の観点から明らかにし、これらの分子機構を
創薬ターゲットとして利用できる可能性を示
した。例えば、UGL阻害剤として機能するグ
リシンは有望な薬剤となることが期待される。
また、細菌における多様な GAG輸送と代謝系
（PTS/ABC トランスポーター、DhuI/KduI, 
DhuD/KduD）の存在並びに輸送タンパク質の
構造と機能を明らかにすることができた。さ
らに、輸送系の基質認識に関わる新たな動的
構造を解明した。 
	 特に、GAG遺伝子クラスターの多様性を見
出し、病原性連鎖桿菌（Streptobacillus）に、断
片化 GAGを細胞内に輸送する新たな ABCト
ランスポーターを分子同定した成果は特筆す
べきものである。実際、本成果は、新聞と
Yahoo ニュースをはじめとする各種メディア
に報道されたことにより、広く社会に発信さ
れた。 
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