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研究成果の概要： 
 粘液細菌より cAMP 依存性プロテインキナーゼ(PKA)の検索を試みた結果、PKA の特異的

基質を最もよい基質とし，PKA の特異的阻害剤によって活性阻害を受ける SpkA キナーゼを得

たが、真核生物の PKA で見られる cAMP と調節サブユニットによる酵素活性調節は見られな

かった。 

 また、本菌の cAMP 分解酵素は、その変異株より、胞子の発芽時の浸透圧ストレス応答に関

与していると推定し、また、酵素学的諸性質の検討から、基質特異性の広い新規性の高い酵素

であった。 
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１．研究開始当初の背景 
 従来、原核生物と真核生物の情報伝達機構

は大きく異なると考えられていたが、真核生

物でのみ報告されていたタンパク質のリン

酸化による情報伝達系(セリン/スレオニン/

チロシンプロテインキナーゼあるいはホス

ファターゼなど)が原核生物である細菌に存

在することが、逆に原核生物特有と考えられ

ていたヒスチジンプロテインキナーゼによ

るHis-Asp情報伝達系が真核生物である酵母、



かび、植物にも存在し、ストレス適応などに

おいて重要な役割を有しているという事例

も報告され始めた。これらのことは、細菌に

おいて、ヒスチジンキナーゼ及びセリン/ス

レオニン/チロシンキナーゼが作られ、細菌

はHis-Asp情報伝達系に加え、真核生物様セ

リン/スレオニン/チロシンプロテインキナ

ーゼあるいはホスファターゼによる複雑な

情報伝達機構が存在することが想像された。

細菌での真核生物様セリン/スレオニンプロ

テインキナーゼの酵素学的諸性質や機能な

どの詳細については解明がなされておらず、

重要な課題であり、また、これらの研究は情

報伝達機構の進化や真核生物の情報伝達機

構の研究にも知見を与えられることが考え

られた。 

 
２．研究の目的 
 我々は既に粘液細菌において cAMP が分

化や浸透圧調整において重要な役割を有し

ていることを明らかにしている。本菌はゲノ

ム解析より 99 個のセリン/スレオニンプロテ

インキナーゼを有していること、また、我々

は cAMP依存性プロテインキナーゼ(PKA)の

調節サブユニットホモログタンパク質を本

菌から既に得ていることなどから、本菌は細

菌ではまだ報告されていない PKA を有して

いると考え、本菌から PKA 触媒サブユニッ

トの検索を行うことを目的とした。 

 また、細菌においても cAMP は重要な働き

を有すると考えられているが、細胞内の

cAMP濃度を調節するcAMP分解酵素につい

ては細菌では報告例が少ない。そこで我々は、

本菌のゲノム解析より、cAMP 分解酵素を 3

つ検索し、それらの遺伝子破壊株を作製し、

細胞内での機能を明らかにするとともに、発

現酵素を用いて酵素学的諸性質についても

研究を行った。 
 
３．研究の方法 

(1) SpkA, SpkB の発現 spkA 及び spkB
遺伝子を発現ベクターに連結後、mRNA 合成、

昆虫の無細胞タンパク質発現系にてタンパ

ク質を合成した後、精製した酵素を用いて酵

素学的諸性質の検討を行った。 

(2) pdeA, pdeB, pdeC 変異株の作製及び表現

型の解析 pdeA-C 遺伝子にカナマイシン分

解遺伝子を挿入後、M.xanthus 細胞にエレク

トロポーレション法により導入し、相同組換

えにより、カナマイシン耐性株を分離した。

分離した変異株を用いて増殖、分化、各種ス

トレス耐性実験などに用いた。 

(3) PdeA, B の発現 pdeA 及び pdeB 遺伝子

を発現ベクターに連結後、大腸菌で発現、精

製した酵素を用いて酵素学的諸性質の検討

を行った。 
 
４．研究成果 

 真核微生物のPKA触媒サブユニットのアミ

ノ酸配列を用いたホモロジー検索により、P

KA触媒サブユニットとして機能している可

能性が高いと考えられるM. xanthusの2種類

のセリン/スレオニンプロテインキナーゼ(Sp

kA, SpkB)を選択し、無細胞タンパク質合成

システムを用いてそれぞれのタンパク質の

発現を行った。尚、SpkA, SpkBとヒトのPKA

触媒サブユニットとの相同性は27％前後で

あった。精製したSpkA, SpkBを用いて酵素学

的諸性質の検討を行った結果、SpkAはPKAの

特異的基質であるKemptideを最もよい基質と

し、また、PKAの特異的阻害剤であるPKI5-24に

より活性の阻害がみられた。そのKm値及びK

i値は真核微生物のPKAで報告されている数

値と同程度で、SpkAはPKA触媒サブユニット

とよく似た酵素学的諸性質を有していた。 

 次いでPKA調節サブユニットのホモログ

タンパク質であるM. xanthus CbpBタンパク

質を用いて、SpkAとの相互作用を酵素活性の

測定、タンパク質のリン酸化反応及びゲルろ



過カラムによる分子量の測定により解析を

行った。SpkAとCbpBを混合後、ゲルろ

過カラムに通すとSpkAとCbpBが1：1で

結合していることがわかった。また、C

bpBがSpkAによってリン酸化されてい

るかどうかを調べると、CbpBはcAMP

添加及び無添加条件下の両方でリン酸

化を受けた。CbpBとSpkAをMgATP存

在下及び非存在下で1時間置いた後、酵

素活性を測定するとSpkAの活性阻害は

見られなかった。一方、MgATP非存在

下で混合していた酵素では、CbpBの添

加量の増加に伴い2-3倍SpkAの活性が

増加した。これらのことから、SpkAとC

bpBでは相互作用が見られるものの、酵

素活性の調節機構は真核生物のPKAのそ

れとは異なっていた。 

 PKA 触媒サブユニットの検索として、本菌

からの酵素の精製及び PKI インヒビターを

用いたアフィニティークロマトグラフィに

よる検索を試みたが、いずれも成功しなかっ

た。酵素の精製は、酵素活性に用いた

Kemptide 基質が PKA 酵素のみならず、一般

的なセリン/スレオニンキナーゼの基質にも

なるため、それらの酵素量に応じて精製され、

PKA 酵素を特異的に精製することができな

かったことに起因する。また、PKA の特異的

阻害剤である PKI インヒビターを GST タン

パク質に融合させて発現させ、カラムに連結

後、M. xanthus 酵素抽出物をアプライし、PKA

酵素のスクリーニングを試みたが、この実験

により分離されたタンパク質のアミノ酸配

列の決定の結果、M.xanthus のセリン/スレ

オニンプロテインキナーゼに相当するもの

はなく、PKA 触媒サブユニットの検索には至

らなかった。 

 cAMP 情報伝達機構に関する全体像を理解

することを目的として、cAMP 分解酵素とホ

モログのある 3 つの遺伝子(pdeA, B, C)破壊株

を作製し、浸透圧、温度ストレス条件下等で

の生育、分化などの表現型ならびに細胞内

cAMP 濃度を野生株と比較した。その結果、

pdeA, B 変異株の胞子は浸透圧条件下で野生

株より早く発芽がみられた。この結果は既に

我々が報告している浸透圧を感知すると考

えられるセンサー型 cAMP合成酵素の変異株

と相反する結果を示した。また、変異株の栄

養細胞では高温条件下で生育の低下がみら

れた。それぞれの変異株では浸透圧条件下で

約1.3-2.0倍cAMP濃度が野生株より高い値を

示した。 

 これらの結果より、PdeA と PdeB は浸透圧

条件下での胞子発芽時及び高温培養時にお

いて cAMP濃度の調節を行うことで環境変化

の適応に関与していることが示唆された。 

 次いで細菌でのバクテリア型(ClassIII)

のcAMP分解酵素に関しては、数例の報告があ

る程度で、細菌におけるcAMP分解酵素の存在

自体が疑問視されていたので、M. xanthusが有

する先述した 2 つのcAMP分解酵素(PdeA, 

PdeB)を大腸菌で発現、精製させた酵素を用

いて酵素学的諸性質を明らかにした。両酵素

は 3’,5’-及び 2’,3’-cAMPを 5’-AMPと 3’-AMP

にそれぞれ分解し、さらにアデノシンまで分

解するといった今までにcAMP分解酵素では

報告されていない基質特異性を有する酵素

であった。また、両酵素はATP, ADPなど幅広

い基質を脱リン酸化するホスファターゼ活

性も有しており、それらのKm値は、報告され

ている酵素よりもかなり低い値(数-10μM)を

示し、基質に対して高いアフィニティーを有

する酵素であった。 
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