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研究成果の概要（和文）：本研究で、我々は、カイコ感染モデルを用いて同定された黄色ブ
ドウ球菌の病原性調節因子、CvfB の機能解析を行った。解像度が 1.4Åの結晶構造解析か
ら、CvfB タンパク質が三つの S1 RNA結合ドメインと一つの Winged-Helix ドメインから構
成されていた。また、CvfBタンパク質の RNA結合活性が黄色ブドウ球菌の溶血毒素産生に
必要であることを明らかにした。（180文字） 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we performed to solve molecular function of CvfB 
(conserved virulence factor B), which was identified as a virulence regulatory factor using 
silkworm infection model. CvfB has three S1 RNA binding domain and a Winged-Helix 
domain revealed by crystal structure at 1.4Å resolution. Moreover, we uncovered the RNA 
binding activity of CvfB is required for hemolysin production in Staphylococcus aureus.  
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１．研究開始当初の背景 
 黄色ブドウ球菌は化膿性炎症、敗血症など
を引き起こす日和見感染菌である。我々は、
カイコ感染モデルを用い、黄色ブドウ球菌の
新 規 病 原 性 遺 伝 子 cvfB (conserved 
virulence factor B)を同定している。cvfB
遺伝子は黄色ブドウ球菌の病原性調節因子
の発現を介する毒素の産生に寄与すること
も明らかとしている。しかし、CvfBたんぱく
質の分子機能は不明であった。今回我々は、
CvfB の結晶構造解析と生化学的解析を試み
た。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、黄色ブドウ球菌の病原
性因子である CvfB の分子機能の解明であ
る。 
 
３．研究の方法 
(1)CvfBタンパク質の結晶構造解析 
 肺炎連鎖球菌のHis-tag融合型CvfBタン
パク質をニッケルカラムで調製し、X 線を
照射し、回析像を得た。 
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(2)RNA 結合活性の定量 
 人工 RNA である poly(U)の末端にγ
-32P-ATP からリン酸を付加した。ラベルさ
れた poly(U)と精製した CvfBタンパク質を
混合し、4˚C で反応させ、フィルターバイ
ンディングアッセイにより、RNA 結合活性
を算出した。 
 
(3)溶血活性の定量 
 黄色ブドウ球菌株をそれぞれ一晩培養し、
培養上清を得た。その培養上清に羊赤血球
溶液に加え、37˚Cで反応させた。遠心上清
の吸光度を測定し、溶血活性を算出した。 
 
４．研究成果 
(1)肺炎球菌の CvfBタンパク質の結晶構造
解析 
 我々は、様々な菌種の CvfBをそれぞれ調
製し、X 線結晶構造解析を行った。その結
果、グラム陽性菌である肺炎連鎖球菌の
CvfB の結晶構造解析像が解像度 1.4Åで得
られた（図 1）。 

CvfB タンパク質は、三つの S1 RNA 結合ド
メインとひとつの Winged-Helix ドメイン
からなるタンパク質であった（図 2）。 

(2)CvfBタンパク質の RNA結合活性 
 次に、CvfBタンパク質が RNA結合活性を
有するか検討した。肺炎レンサ球菌の CvfB
タンパク質も黄色ブドウ球菌の CvfB タン
パク質も RNA結合活性を有していた（図 3）。 

 
さらに、競合阻害アッセイにから poly(U), 
poly(G)との親和性が強く、tRNA や DNA と
は結合しなかった（表１）。 

結晶構造解析から、CvfBタンパク質の表面
電荷を示し、CvfBと RNAとの結合領域を予
測した（図 4）。 
 

 
図 1 肺炎レンサ球菌の CvfB タンパク質

の結晶構造 
 

 
図 2 CvfB タンパク質のドメイン 

 
図 3 黄色ブドウ球菌の CvfB タンパク質

の RNA 結合活性 

 
表 1 CvfB タンパク質の核酸結合における

特異性 

 
図 4 CvfB タンパク質の表面電荷と RNA
結合領域の予測 
 



 

 

CvfBタンパク質の RNA結合活性に必要なド
メインの特定を行った。それぞれのドメイ
ンを有する、もしくは欠損した変異型 CvfB
タンパク質を調製し、RNA 結合活性を測定
した。CvfB タンパク質の三番目の S1 RNA
結合ドメイン(S1C)と Winged-Helix ドメイ
ン(WH)が RNA結合に必要十分であった（図 
5）。 
 
さらに、この S1Cドメイン、WHドメインの
どのアミノ酸が RNA結合に必要か検討した。
S1C ドメインの 175 番目のフェニルアラニ
ン、WHドメインの 249番目のリジン、249、
267、275番目のリジン三つ、アラニンに置
換した変異型 CvfBタンパク質は、解離定数
（Kd）が高かった。また、WHドメインの 271
番目のグリシンをグルタミン酸に置換し、
表面電荷を変化させると、RNA 結合活性が
低下した（図 6）。 

 

 
CvfB タンパク質の WH ドメインにおける表
面電荷が RNA結合に必要であることが示唆
された。そこで、結晶構造から、CvfBと RNA
との結合様式について予測した。249、267、
275 番目のリジン、及び 271 番目のグリシ
ンは、一つのαヘリックス上に位置してお

 
 

 

 

 
図 5 CvfB タンパク質は、S1C ドメイン

と WH ドメインを介して RNA と結合す
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図 6 変異型 CvfB における RNA 結合活

性の低下 

 

 

 

 

 
図 7 CvfB タンパク質の RNA 認識領域 



 

 

り、この表面電荷がプラス荷電であると
RNA と結合する。この領域が RNA との認識
領域（Recognition Helix）であることが予
想された（図 7）。 
 
 (3) 黄色ブドプ球菌の溶血毒素産生に 
CvfB タンパク質の Winged-Helix ドメイン
は必要 

次に我々は、CvfB タンパク質の WH ドメ
インが黄色ブドウ球菌の溶血毒素産生に寄
与するか検討した。WHドメインが欠損した
変異型 CvfBタンパク質（CvfB(1-225)）が
発現している黄色ブドウ球菌株は、野生型、
及び S1A ドメインが欠損している変異型
CvfB タンパク質（CvfB(63-300)）を発現し
ている株より溶血活性が低かった（図 8 ）。
よって、CvfB の RNA 結合活性に必要な WH
ドメインは、黄色ブドウ球菌の溶血毒素産
生にも必要であることがわかった。これら
の結果は、CvfBタンパク質の RNA結合活性
が溶血毒素産生に寄与することを示唆する。 
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