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研究成果の概要（和文）：ゲノムの可塑性が極めて低い結核菌には、DNAの変異に依存しない、未知の多様性を
得る機構があると考えた。結核菌の主要なDNA結合性蛋白質であるMDP1は、天然変性蛋白質であるから、その不
定性による多様性について構造学的に検討した。その結果MDP1は、塩基配列に左右されず、両面テープのよう
に、あるDNA領域を貼り合わせ、それを起点に連鎖的なDNAの架橋を起こし、ひいては特定の遺伝子領域を凝集さ
せることが分かった。つまりゲノム上の無作為な部位の遺伝子サイレンシンを誘導すると考えられる。天然変性
蛋白質の｢気まぐれ｣な振る舞いが、菌の個性の創出と集団としての多様性獲得に寄与する機構を初めて示した。

研究成果の概要（英文）：Mycobacterium tuberculosis, which has very low genomic plasticity, is 
thought to have a mechanism for obtaining diversity that is independent of DNA mutation. Since 
Mycobacterial DNA-binding protein 1 (MDP1), the major DNA-binding protein of mycobacteria, is an 
intrinsically disordered protein, we conducted a structural study of the diversity generated by its 
capricious behavior. We found that MDP1 has a unique activity of attaching DNA like double-sided 
tape. It binds and cross-links certain DNA regions at whim, independent of the base sequence, and 
generates a chain of DNA cross-links starting from it, randomly aggregating specific gene regions 
and possibly causing expression repression. This mechanism is thought to create a unique 
individuality in the bacterium and contribute to their acquisition of diversity as a group.

研究分野：細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題は、天然変性蛋白質（IDP）による、生物の多様性の獲得機構を、初めて具体的に示したと思われ
る。細菌に認められる薬剤パーシスター化は、多様性による菌の生き残り戦術の好例だが、結核菌を含む抗酸菌
は、特に休眠して薬剤の標的代謝を止めるためにパーシスター化しやすい。よって抗酸菌症の治療期間は半年か
ら数年に及び、社会に大きな負担を強いている。抗酸菌の多様性の獲得や休眠誘導の重要なメカニズムを明らか
にしたことは、難治性抗酸菌症の治療法開発に直結すると期待される。また癌や神経変性疾患などIDPが原因の
難病も多い。IDPの機能解析が、感染症のみならず広範に、病気の制御法に結びつくことも期待される。

※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 
 
結核は、有史前より今日まで 10 億人を越える、最多の人命を奪ってきた感染症であるが 

(Nature 2013)、現代でもその健康被害は継続している。2019 年の WHO の最新の報告によれ
ば、2017 年の死亡者数は 150 万人を数え、新規患者 1,040 万人、その発生母体となる無症候感
染（潜在性結核）は 1/4 の人類に及んでいた。このように結核菌は今も単独で人を最も殺傷して
いる病原体で（SARS-CoV-2 出現以前）、天然痘ウイルスやペスト菌など古くは結核菌と並び脅
威であった病原体が、制圧されてきた経緯と対照的である。有効な対策を講ずるには、結核が今
日まで、うまくコントロールできない要因を、改めて見極める必要があると考えられた。 
 結核菌（Mycobacterium tuberculosis）は、およそ 7 万年前に、アフリカの東岸において祖先
菌から人への寄生能を獲得し、人類の出アフリカに伴って世界に拡散したと言われる。この説は、
世界各国で分離された菌のゲノム配列を元に計算されたが、興味深いことに、結核菌ゲノムの保
存性は、著しく高い。変異率は、1 年間に 1 塩基未満で、プラスミドを含む外来遺伝子の挿入や、
転座も希である。(Gagneux S, Nat Review 2018 等)。 
 ゲノム配列の可塑性は、多様性を生むことから、生物が種を維持する原動力となっている。実
際に人のゲノムの 46%は、ウイルスなど外来遺伝子由来のもので占められている。細菌におい
ても、外来遺伝子の挿入は頻繁で、病原性を持つ菌は Pathogenic island（病原性遺伝子島）や、
薬剤耐性菌にはプラスミドの挿入も認める。多様性を失った生物は、淘汰されやすいと考えられ
るが、今日までコントロールされずにいる結核菌のゲノム配列の可塑性は著しく低い。このこと
からゲノムの変異に依存せず、｢多様性を獲得する、未知のメカニズムが結核菌に存在している｣、
のではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 薬剤に暴露された細菌集団に認められる薬剤パーシスターは、多様性による細菌の生き残り
戦術の好例であるが、結核菌を含む抗酸菌は、特に休眠して薬剤の標的代謝を止めるために、薬
剤パーシスター化しやすい。したがって抗酸菌症の治療期間は半年から数年に及んでおり、社会
に大きな負担を強いている。休眠菌は、増殖速度を極端に低下、もしくは停止しているが、長々
と生き続ける特徴があり、人類の 1/4 に休眠結核菌が潜伏感染しているといわれ、膨大な発生母
体を形成している。 
松本等は、遅発育性抗酸菌に高発現し、増殖停止と薬剤パーシスターを誘導する

Mycobacterial DNA-binding protein1 (MDP1)を見いだしていたが（Matsumoto et al., 
Microbiol Immunol., 1999）、2018 年にそれが、細菌では希な天然変性蛋白質であることを報告
していた（Savitskaya et al., Sci Rep.、Ohara et al., PLoS One）。 
天然変性蛋白質は近年、提示された概念で、一定の立体構造を保持できない変性領域を有する
蛋白質である。天然変性蛋白質中の天然変性領域（Intrinsically Disordered Region, IDR）は、
通常は一定の構造をとらないが、ある程度多数の他分子と｢気まぐれ｣に会合して｢安定化｣し、機
能をあらわす性質がある。実際に MDP1 の局在は染色体以外に、リボゾーム、細胞膜、細胞壁
におよんでいる。MDP1 の発見当初、非特異的な局在や他分子との会合は、当時の蛋白質科学
では理解することが困難であったが、｢天然変性蛋白質｣の概念は、それを可能にした。 
 さらに思考の展開として、結核菌の主要な蛋白質が、他の細菌には希な天然変性蛋白質であれ
ば、単一遺伝子集団である結核菌の多様性を説明できると考えた。つまり天然変性蛋白質の｢気
まぐれ｣な、他分子への結合が、遺伝子発現や代謝の変動を誘発して各菌の個性を生み、菌集団
の多様性（薬剤パーシスターなど）が生じるのではないかと考えた。 
それを証明するには、天然変性蛋白質である MDP1 が、どのように結核菌内の会合パートナ

ー分子と結合して機能するのかを解明する必要がある。そこで本研究課題では、｢MDP1 と DNA
を含む MDP1 結合性分子との結合様式の解明｣を目的とした研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 組換え蛋白質の作成；Escherichia coliもしくはMycobacterium smegmatisをホストとして、
MDP1 と結合する蛋白質をマルトース結合性蛋白質や 6XHIS タグとの融合体として発現させ、
それぞれマルトースやニッケル充填カラムにて粗精製を行い、イオン交換クロマトグラフィー
にてさらに精製した。蛋白質の純度が 95%に満たないと判定した場合は、さらにゲル濾過カラ
ムでサイズ分画を行った。MDP1 については、結核菌を培養し、酸性溶解画分を取得し、陽イオ
ン交換体、ゲル濾過カラムにより単一バンドになるまで精製した。一部については、8M尿素に
よって変性させ、徐々に尿素濃度を下げて巻き戻し処理を行い試験に供した。 
 M. smegmatis での発現では、アセトアミダーゼプロモーターを利用し、 M. smegmatis 
MDP1、結核菌 MDP1、MDP1 結合性の結核菌蛋白質、大腸菌蛋白質等をアセトアミドの添加
で誘導発現する系を用いた。 



  リボソームについては、菌体を氷上の乳鉢にて酸化アルミニウムを加えすり潰した後、低速遠
心にて菌体を取り除き、10 万 g による超遠心分離でリボゾーム画分を採取、次にシュークロー
スによる不連続勾配に重層した後の超遠心操作、さらにシュークロース連続勾配を作成した後
の超遠心分画により 70S リボゾームを取得した。得られたサンプルは 260 nm における吸光度
から濃度を決定し、グリセロール存在下で凍結保存して適宜使用した。 
 MDP1 と DNA の結合は、アガロースゲル電気泳動によるゲルリターデーションアッセイや、
Bio-Layer Interferometry：BLI によって測定した。また MDP1 結合性蛋白質やリボゾームと
の会合についても、BLI により結合カイネテックスを解析した。BLI アッセイでは、リガンドを
ビオチン化し、SSA センサーチップに固相化して、アナライトを添加し、解離定数の測定を行
った。蛋白質の結晶化スクリーニングには、Crystal Screen, Natrix, PEG/Ion screen, Crystal 
Screen Lite, SaltRx を、DNA との共結晶化には Nucleic Acid Mini Screen を利用した。また
リボゾームやプラスミド DNA との MDP1 の結合を、クライオ電子顕微鏡にて観察した。  
 高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）観察では、DNA と DNA/MDP1 複合体の形態を観察した。
プラスミド（pSO246）をマイカ表面に付着させ、HS-AFM緩衝液中で MDP1 および変異体を
添加し、DNA の形態変化をモニタリングした。構造の測定には Image J Fiji および Kodec を使
用した。 
粗視化分子動力学計算を実施し、原子レベルの複合体モデルと高速 AFMで観察されたナ

ノスケール分子運動との因果関係を解析した。MDP1 とタグに関しては、AICG2+モデル
を、DNAに関しては、3SPN.2Cモデルを使用し、MDP1と DNAの結合シミュレーション
を実施した。 
 
４．研究成果 
 

MDP1 は、細菌のヒストン様蛋白質HU と相同性のある N末領域と、C末の 100 アミノ酸あ
まりの天然変性領域（Intrinsically disordered region, IDR）からなる。HU領域も DNA と結
合するが、C末の天然変性領域の DNA 結合力はより強く、MDP1 の DNA 結合は、主に C末領
域の天然変性領域に依存することが分かった。また細菌内で MDP1 を発現させた際に、細菌
DNA の凝集が観察され、これも天然変性領域に依存的であるが（Savitskaya et al, Sci Rep., 
2018）、高速 AFM による解析結果から、MDP1 の天然変性領域のみで、試験管内で DNA凝集
が生じることも分かった。つまり MDP1 高発現時に認められる菌体内の DNA 凝集は、MDP1
の天然変性領域の活性のみで説明できることが分かった。 
これまでに解析された殆どの細菌 HU は、二量体である。しかし MDP1 について、超遠心分
析、グルタルアルデヒド架橋解析、電子顕微鏡観察を実施した結果、試験溶媒中でほとんどが、
単量体であることが分かった。ゲル濾過では、150-210 kDa のフラクションに分画されること
から多量体化を指摘していたが、おそらく長鎖の天然変性領域の作用で、ゲル濾過では非常な高
分子画分に分画され、実際の分子量と大きく解離してしまうと考えられた。 

MDP1 が単量体で DNA と結合することから、シミュレーションによって MDP1―１分子が
結合する DNA は、70bp 前後であると予測された。そこで 70 bp の DNA を合成し、MDP1 と
の結合を BLI で解析した結果、解離定数が 10-100 pM であることが示された。 

MDP1 と親和性のある複数の結核菌蛋白質やリボゾームとの親和性を同様に解析した結果、
DNA との結合性とほぼ同等であることも分かった。 

MDP1とDNA以外の結合性蛋白質について共結晶化を行い、X線構造解析を実施した。MDP1
と結合性分子の会合も、組換え蛋白質を用いた試験から、天然変性領域を介して会合しているこ
とが示唆された。結晶の X 線構造解析を実施した結果、天然変性領域のペプチドを考えられる
電子密度の上昇を観察できた。 

MDP1 天然変性領域による DNA との結合様式について、BLI、ゲル電気泳動によるゲルリタ
ーデーションアッセイ、高速 AFM、粗視化分子動力学計算によるシミュレーションにより解析
した。その結果 MDP1 の天然変性領域に依存した DNA への結合は、塩基配列によらず非特異
的で、塩基性にチャージした天然変性領域の長さに依存することが分かった。高速 AFM解析に
よって、N末の HU領域には DNA凝集活性はなく、一方で C末の天然変性領域は単独で DNA
を凝集させることが分かった。 

MDP1 にチオレドキシンタグを付加した組換え蛋白質を作製して、見えづらい天然変性領域
の動きを高速 AFM で予測観察した結果、MDP1 の天然変性領域が DNA のダブルストランドの
間に縫うように入り込み、2本の DNA鎖をジッパーを閉じるように貼り合わせていく様が観察
された。これは、粗視化分子動力学計算によるシミュレーションによっても支持され、高い頻度
で天然変性領域を介して 2 本の DNA 鎖が、MDP1 の天然変性領域によって貼り付けられるこ
とが示された。また粗視化分子動力学により、1 分子の MDP1 が天然変性領域を介して DNA を
貼り付ける長さの中央値は、およそ 17 nm と計算されたが、それは高速 AFM観察での実測長
と一致した。 
高速 AFM解析では、MDP1 によって、ジッパーのように DNA が張り付き合う様子が、頻繁

に観察された。そこで、複数分子の MDP1 と長鎖の DNA を設定した粗視化分子動力学計算を
行ったところ、MDP1 が DNA を架橋するごとに DNA同士がさらに接近し、DNA凝縮が協働
することがシミュレートされた。つまりランダムに MDP1 がある領域に結合すると、同領域で



連鎖的に DNA の貼り付けが生じやすくなることが分かった。 
HU は、基本全ての細菌に保存されているヒストン様蛋白質で、通常、天然変性領域はない。

そこで大腸菌の HU（αおよび β）に、MDP1 の天然変性領域を付加したキメラ蛋白質が発現す
る構築を、MDP1欠失M. smegmatis に導入した。その結果、キメラ体を発現する菌の DNA は
凝集し、増殖が停止することが分かった。すなわち MDP1 様の増殖抑制と DNA 凝集能が、
MDP1 天然変性領域を大腸菌 HU に付加することでも生じると分かった。またこれらの細菌が
生存しているか否かを、生菌数算定と Live/Dead 試験で検討した結果、増殖は停止しているが
生きている、すなわち休眠（dormancy）していることが判明した。以上の結果を、Nucleic Acid 
Res誌に発表した（Nishiyama A., et al., 2024）。 
 関連して、MDP1 の天然変性領域には、多数の翻訳後修飾が付加されていることを明らかに
して論文発表をおこなった（Yoshida Y., et al., BBRC., 2023）。また結核菌弱毒株 BCG におけ
る MDP1 の役割を解析した結果、生ワクチンである BCG の生存に必要であること、MDP1 の
ノックダウンで BCG による結核ワクチン効果に必須のサイトカイン産生が顕著に減じること
を見いだした（Shaban AK., et al., Sci Rep., 2023）。つまり、MDP1 は BCG のワクチン効果に
も重要な役割を果たしていることも判明した。さらに天然変性蛋白質の情報基盤として、23,041
種のゲノムから 26,480,862 の IDR 配列を収集しデータベース化した。 
 
【まとめ】 
抗酸菌に特徴的な天然変性蛋白質MDP1 は、（近縁のノカルジアやストレプトマイセスにも
一部存在）、他の核酸結合蛋白質では報告がない｢両面テープのように DNA を貼り合わせ
る｣という、新規の DNA架橋能を有していた。それは｢気まぐれ｣に、ある DNA領域に結合
して DNA同士を貼り合わせるが、それを起点に DNA凝縮の協働による連鎖的な凝集が発生す
ることで、特定の遺伝子領域の発現抑制がランダムに生じるという、｢個々の菌の個性の創出と、
菌集団の多様性｣の誘発を十分に説明すると考えられた。 

MDP1 の両面テープ式 DNA架橋は、MDP1量の上昇によって、DNA全体を凝集させるこ
とが理論的に予測できたが、実際に MDP1 の高発現によって、細菌レベルで休眠を誘導するこ
とが実験的に証明された。 

MDP1-DNA 間の結合解離定数は、10-100 pM と高親和性であるが、解析した複数の MDP1
結合性因子の親和性も同程度であることも分かった。このことはある遺伝子のサイレンシング
を担っていた MDP1 が、別の親和性を有する因子に移動し、それが遺伝子のサイレンシングや
休眠の解除を招く可能性も考えられた。 
このように天然変性蛋白質ならではの、｢気まぐれさ｣を起点に、他分子との会合によって現れ

てくる機能が、結核菌を含め抗酸菌の多様性に大きく関わっていると考えられ、それを阻害する
ことは、抗酸菌症戦略の一つだと期待される。 
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