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研究成果の概要（和文）：　グラム陽性病原細菌に普遍的に存在する真核型 Protein Ser/Thr Kinase (K) - 
Phosphatase (P)シグナル伝達系の機能をClostridiumperfringens (ガス壊疽菌)をモデルとして解明する。
　これまでの研究成果から， 真核型 K-Pが，菌の根幹的機能：細胞壁合成/形態形成に関与し，いくつかの関連
酵素・因子をリン酸化・タンパク質相互作用によって制御していることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）： We have researched on  the functions of the eukaryotic Protein Ser/Thr 
Kinase (K) - Phosphatase (P) signal transduction system, which is universally present in 
Gram-positive pathogenic bacteria, using Clostridium perfringens as a model.
 From our research results so far, we have revealed that eukaryotic K-P is involved in the 
fundamental functions of bacteria: cell wall synthesis/morphogenesis, and controls several related 
enzymes and factors through phosphorylation and protein interactions.

研究分野：細菌学

キーワード： Clostridium perfringens　ガス壊疽菌　シグナル伝達　細胞壁生合成　プロテインキナーゼ　プロテイ
ンホスファターゼ　タンパク質相互作用　Yeast Two-Hybrid Screen

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　細菌における真核型 K-P の発見以来、ゲノム解析から真核型 K-P が多くの細菌に存在し、生物普遍のシステ
ムとして様々な生理現象を制御することが推定されている。これまでの本研究における成果は，細菌における真
核型 K-P が，菌の根幹的機能：細胞壁合成/形態形成に関与していること示唆するものであり，生命の進化の点
からも，学術的意義が非常に高い．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
グラム陽性病原細菌に普遍的に存在する真核型 Protein Ser/Thr Kinase (K) - Phosphatase 
(P) シグナル伝達系の機能を Clostridiumperfringens (ガス壊疽菌)をモデルとして解明する。 
我々は既に、K のリン酸化基質タンパク質として Clostridium 属細菌に特異的な繰り返しタン
パク質相互作用領域 (TPR) を有する膜タンパク質 (S) を同定し、その Thr-92 のリン酸化調節
で同菌の隔壁形成・分裂・形態（菌長）を制御することを見いだしている。また S が必須酵素: 
IspG（非メバロン酸経路: 細胞壁生合成に関与）と MurF (D-Ala-D-Ala Ligase: 細胞壁生合成
経路)との相互作用を見いだしている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、タンパク質問の相互作用がいくつも統合された高次ネットワークで行われる菌
の『形態形成』における S-IspG-MurF 複合体形成 と K-P 制御のメカニズムを明らかにする事
を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
in vivo Cross-Link 法により S 複合体を K・P 欠損株より単離し、その構成因子を LC-MS/MS
により同定する。また K (二量体) の酸性アミノ酸(Glu/Asp)-Rich 領域の機能として His-Asp 
リン酸リレー系(Protein His Kinase) の走化性制御で知られる『メチル化 Adaptation 機構』
を念頭に、Glu 変異株の解析、また Glu/Asp-Rich 領域との相互作用因子の同定を Yeast Two-
Hybrid Screen(Y2H)で行う。 
 
 
４．研究成果 
ガス壊疽菌ゲノムライブラリーを構築し、Yeast Two-Hybrid Screen (Y2H) を行った結果、S
と相互作用する因子として IspG と MurF を同定した。IspG は、細胞壁合成に必須な
Bactoprenol 生合成を行う非メバロン酸経路の必須酵素である。この経路は動物に存在せず、新
規抗菌薬の Target として注目されている。MurF は、細胞壁生合成の必須酵素: UDP-N-Acetyl 
Muramoyl-Tripeptide-D-Ala-D-Ala Ligase である。．IspG と MurF との相互作用も検出した。
つまり、Clostridium 属細菌では 真核型 K-P が菌の根幹的機能：細胞壁合成/形態形成を制御
していると考える。更に 新規の因子の同定のため，Y2H を行ったが，新規因子の同定には至ら
なかった． 

 
 
 
 
 
 
 
 

酸性アミノ酸(Glu/Asp)-Rich 領域（上図：Kの機能性推定領域）の機能は未知である。また、
細胞壁合成という高度で緻密なシステムの場合、細かな調節機構が必要となる。そこで酸性アミ
ノ酸領域に注目し、走化性制御 His-Asp リン酸リレー系の『メチル化 Adaptation 機構』を想定
し、Glu 変異株の解析、酸性アミノ酸領域との相互作用因子の同定を Y2H で行う。Glu/Asp-Rich 
領域については，ベイトの構築を行い，現在解析中である．また、K のシグナル分子として細胞
壁分解物が示唆されている．細胞壁中の D-Ala-D-Ala の架橋状態を感知している事が予想され、
この調節機構を明らかにする事は、学術上極めて重要である． D-Ala-D-Ala の添加による効果
を検証を試みたが，新型コロナのため，長期の中断しているのが現状である． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
S-IspG-MurF 複合体（左図：EGS を用いた in vivo 
Cross-Link 法による リン酸化/非リン酸化 S との
複合体）の LC-MS/MS 解析であるが，Epitope-tag S 
をゲノム上で発現する変異株を作製し、EGS を用いた
in vivo Cross-Link 法で S との複合体を複合体形
成の条件検討と単離精製を試みたが，解析に供するレ
ベルに至っていないため，現在，別な Cross-Liker も
含め検討中である． 
 
 
 
 

細菌における真核型 K-P の生理的機能として，ガス壊疽菌においては，その細胞壁合成/形
態形成調節に関わることが本研究において，強く示唆された．これは、全く新しい機構であり，
しかも菌の根幹的生理機能に関わるものである。従って，今後もこの解明を行なっていく所存で
ある． 
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