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研究成果の概要（和文）：　我々は、機能未知であったDedDが大腸菌のアルカリ条件下での細胞分裂維持に必須
であることを見出した。dedD破壊株のアルカリ条件下での分裂障害はSOS応答や核様体閉鎖に依存せず、また同
条件下でFtsNの局在異常が認められた。一方、DedDと複数のdivisome蛋白質との相互作用も示しており、DedDが
divisome構造の安定化を通じてアルカリ条件での細胞分裂維持を担うことが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：　During the course of the genome-wide screening, we found that E. coli dedD
 gene is essential for the maintenance of cell division under alkaline growth condition. The cell 
division deficiency of the dedD deletion strain was not dependent of the presence of SOS and NO 
pathway, and the localization of FtsN in this strain was perturbed under alkaline condition. The 
BACTH assay indicated potential interactions between DedD and several other divisome proteins. These
 results suggested that DedD might act as a scaffold that would keep maintaining proper assembly of 
divisome components under alkaline condition.  

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 外界の変化への適応は生物にとって必須
の命題であり、特に自力での長距離移動が困
難な細菌では生存に直結しうる根幹的な課
題である。特にアルカリ条件においては、中
性条件と比べて細胞外のH+濃度が極端に低下
するため、細胞内 pH や H+駆動力の維持が細
菌の生育に重要と考えられており、現在まで
にH+輸送に関する複数の蛋白質がアルカリ耐
性に関与することが報告されている。一方で、
H+輸送以外の機構の関与についてはほとんど
検討されていなかったが、我々は独自のスク
リーニングにより、H+輸送とは無関係な複数
の遺伝子がアルカリ条件下での生育の維持
に重要な役割を果たすことを見出しており、
大腸菌のアルカリ耐性に重要な役割を果た
す新規機構が複数存在することを明らかと
していた（未発表）。また、これらの遺伝子
のうち、特に dedD 破壊株が極めて高いアル
カリ感受性を示すことも見出していたが、研
究開始時点において DedD 蛋白質の機能には
不明な点が多かった。ただし、細胞分裂面へ
の局在が報告されていたこと、また欠損株が
弱い分裂異常を示していたことから（1,2)、
細胞分裂に何らかの機能を持つ可能性が指
摘されていた。一方で我々は、dedD破壊株の
細胞分裂がアルカリ条件下において顕著に
阻害されることを見出し、DedD が少なくとも
アルカリ条件下での細胞分裂の維持に必須
の分子であることを明らかとしていた（未発
表）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アルカリ条件下での細胞分裂
の維持に必須の DedD 蛋白質について、その
役割を分子レベルで解明することを目的と
した解析を実施した。研究期間内に dedD 破
壊株の詳細な表現型解析をはじめ、DedD の
divisome 形成との関連、および divisome 蛋
白質との相互作用の有無を明らかとし、さら
に DedD が上記以外の経路、特に SOS 応答や
核様体閉鎖機構との連関により細胞分裂維
持に関与する可能性も視野に入れた解析も
行った。加えて、DedD の機能に必須のドメイ
ンの探索も試みた。 
 
３．研究の方法 
1)使用した菌株および培地 
 dedD、sulA、および slmA 破壊株は Keio 
collection(3)由来の菌株を、またアッセイ
時の野生株には BW25113 株を、それぞれ国立
遺伝学研究所より入手し使用した。また、DNA
クローニング時のホストには DH5α株を用い、
Bacterial two hybrid 法（BACTH 法）による
解析には DMH1 株（Euromedex 社）(4)を用い
た。大腸菌の培養には、特に断りのない限り
LB 培地もしくは LBNa100 培地（1% Bacto 
tryptone、0.5% yeast extract、100mM NaCl、
25mM bis-Tris propane, pH 7-9）を用いた。 
 

2)種々の pH における大腸菌の表現型解析 
 被験菌株を LBNa100 において種々の
pH(7.0-9.0)で振盪培養し、経時的に濁度
(OD660)の測定、ならびに微分干渉顕微鏡によ
る観察を行った。なお、濁度の測定には mini 
photo 518R (タイテック社）を、顕微鏡観察
には BX51（オリンパス社）をそれぞれ用いた。 
 
3)dedDと sulAもしくは slmAとの二重破壊株
の作成 
 dedD 破壊株(JW5378）のカナマイシン耐性
遺伝子を Datsenko らの方法（5)に従い除去
し、∆dedDev株を作成した。次いでこの株に、
P1 transduction により、sulA および slmA
破壊株（JW0941 および JW5641 株）のカナマ
イシン耐性遺伝子挿入アレルをそれぞれ導
入し、dedDとの二重破壊株（∆dedD/∆sulAお
よび∆dedD/∆slmA）を作成した。 
 
4) FtsZ および FtsN の局在解析 
 mCherry 融合蛋白質発現コンストラクト
（pB33-FtsZ-mCherry および pB33-mCherry- 
FtsN）は pBAD33(6)を用いて作成した。各遺
伝子は PCR により増幅し、pBAD33 にクローニ
ングした。また、各コンストラクトの DNA 配
列はジデオキシ法により確認した。 
 次いで、各コンストラクトを dedD 破壊株
に導入し、LBNa100 培地（pH 7 or 9）を用い
て一定時間振盪培養後、蛍光顕微鏡により各
融合蛋白質の局在を確認した。 
 
5) dedD deletion clone の作成と機能解析 
 発現ベクターpHG165(7)に gfp 遺伝子をク
ローニングし、次いで dedD 全長ならびに一
部を書く dedD 遺伝子（deletion clone）を
gfp遺伝子の C末端側に in frame となるよう
それぞれクローニングした。各クローンは配
列を確認後 dedD破壊株に導入し、LBNa100（pH 
7 or 9）を用いて表現型を確認した。 
 
6) BACTH 法による DedD と他の必須 divisome 
蛋白質との相互作用の検討 
 BACTH 法に必要なベクターおよび菌株は全
て Euromedex 社（フランス）より購入した。
なお、pKT25および pUT18C は、Gateway vector 
conversion system (Thermo) を 用 い て
destination vector に転化した後、各遺伝子
のクローニングに使用した。解析対象遺伝子
（dedD、ftsZ、X、Q、L、W、I および N）の
Entry clone(8)は国立遺伝学研究所より入手
し、LR 反応により上述の destination 
vector にそれぞれ導入した。以上で作成した
クローンを DHM1 株に導入し、DedD との相互
作用を Karimova らの方法（4）に従い解析し
た。 
 
４．研究成果 
1) dedD 破壊株のアルカリ条件下における表
現型解析 
 dedD 破壊株の表現型の pH 依存性について



詳細に解析することを目的とし、pH 7.0〜9.0
に調製したLBNa100培地で振盪培養した場合
の生育ならびに細胞の形態を経時的に観察
した。その結果、同株の生育が pH 上昇に伴
い低下すること、また分裂異常が pH 7.5 以
上で生じ、かつ pH 依存的に増悪することを
見出した。加えて、pH 7.5〜8.5 における分
裂異常は一過性であり、対数増殖期を過ぎる
と分裂が再開することも明らかとした。なお、
pH 9.0 では分裂の再開は認められなかった。
以上の知見より、dedD 破壊株の表現型が pH
依存的であること、また DedD の機能がアル
カリの程度および増殖期により異なる可能
性が示唆された。 
 
2) SOS 応答および核様体閉鎖の関与の検討 
 大腸菌の細胞分裂阻害機構には複数の経
路があり、特に SOS 応答や核様体閉鎖機構の
関与が広く知られていた。そこで、dedD破壊
株の表現型がこれらの機構に依存して惹起
されているのかを検討するため、SOS 応答も
しくは核様体閉鎖に主要な役割を果たす遺
伝子（それぞれ sulAおよび slmA）と dedDと
の二重破壊株を作成し、アルカリ条件下にお
ける表現型を解析した。その結果、いずれの
表現型も dedD 破壊株との間に差異は認めら
れず、dedD破壊株の表現型にこれらの機構は
関与しないことが明らかとなった。 
 
3) DedD の機能に必須の領域の探索 
 DedD の機能に必須の領域を探索する目的
で、DedD の C-末端の一定領域を段階的に欠
くGFP融合部分欠損蛋白質の発現プラスミド
を複数作成し、dedD破壊株に発現させてアル
カリ条件下での表現型解析を行った。その結
果、C-末端から半分程度までを段階的に除去
した deletion clone がいずれも dedD破壊株
のアルカリ感受性を相補したことから、DedD
の機能に必要な領域がペリプラズム領域の
N-末端側半分程度に含まれることを見出し
た。一方で、これらの部分欠損蛋白質の局在
についてGFP蛍光を指標に解析を行った結果、
いずれについても分裂面への局在が認めら
れなかったことから、分裂面への局在自体は
DedD の機能に必須ではないことが示された。 
 
4) dedD 破壊株における FtsZ および FtsN の
局在解析 
 細胞分裂においては複数の蛋白質の関与
が明らかとなっており、特に Fts と称される
一群の必須蛋白質は、細胞分裂面において
divisome と呼ばれる構造体を形成し、細胞分
裂において中心的な役割を果たしている。ま
た、Fts 蛋白質の機能に異常が生じると、細
胞分裂が停止することも知られていた。そこ
で、dedD破壊株のアルカリ条件下での表現型
がFts蛋白質の局在異常に起因する可能性に
ついて検討することとした。Fts 蛋白質のう
ち、最初期に分裂面に集合する FtsZ、および
後期に集合する FtsN について、mCherry との

融合蛋白質を dedD 破壊株に発現させ、中性
およびアルカリ条件下での各融合蛋白質の
局在を蛍光顕微鏡により解析した。その結果、
FtsZ の局在はいずれの条件下でも異常は認
められなかったが、FtsN についてはアルカリ
条件下でのみ顕著に分裂面への局在が低下
していた。従って、DedD はアルカリ条件下に
おいて、少なくとも FtsN の局在に重要な役
割を果たすことが示された。 
 
5) BACTH 法による DedD と必須 divisome 蛋
白質との相互作用の検討 
 上述の検討により、DedD がアルカリ条件下
における divisome 蛋白質のアセンブリに何
らかの役割を持つことが示されたことを受
け、DedD が Fts 蛋白質間の相互作用を補完す
る役割を持つ可能性を考慮し、DedD と Fts 蛋
白質との相互作用について検討することと
した。大腸菌の蛋白質間相互作用の検討に汎
用される BACTH 法を用いて、DedD と種々の
Fts 蛋白質（FtsZ、X、Q、L、W、I および N)
との相互作用について検討したところ、DedD
が FtsQ、Lおよび Iに相互作用することを強
く示唆する結果を得た。従って、DedD が
divisome 形成中期以降に集合する蛋白質間
の相互作用の安定化に寄与することが強く
示された。 
 
 以上の検討により、DedD の大腸菌における
役割が、アルカリ条件下における divisome
蛋白質間相互作用の安定化による細胞分裂
の維持にある可能性が示唆された。DedD につ
いては、現在ではアルカリ条件以外にも、高
圧および低温条件下での役割も指摘されつ
つ有る(9,10)。今後、相互作用の標的蛋白質
との関係についての詳細な検討、および他の
ストレスへの関連等をより詳細に検討する
ことで、アルカリ条件だけでなく、ストレス
条件下での細胞分裂を担う分子機構の解明
にもつながる可能性が考えられる。 
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