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研究成果の概要（和文）： 

 真核型 Protein Ser/Thr Kinase(K)-Protein Ser/Thr phosphatase(P)を介したシグナル伝達

系は、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している。ガス

壊疽菌 Clostridium perfringens における Kのリン酸化基質タンパク質(S)の同定に成功し、同

遺伝子の変異株および発現解析から、K-P System による Sのリン酸化調節によって、同菌の形

態が制御されることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Protein Ser/Thr Kinase(K)-Phosphatase(P) plays essential roles in regulation of 
cellular functions in both prokaryotes and eukaryotes. Although Clostridia have also the 
K-P systems, they have not been investigated. In this study, we revealed function of the 
K-P system in C. perfringens by analyzing in-frame deletion mutants of the system and 
the target protein (S) for K identified. Our results indicate that the K-P system regulates 
morphology of Clostridia via phosphorylation of S. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生物の特異的機能は、その生存環境への適
応進化の過程で獲得したものであり、その機
能発現には、様々な生物反応プロセスが関与
している。中でも環境の変化を情報として伝
達するプロセスの分子基盤の解明は、 生命
機構を理解する上で重要な課題である。 
Protein Kinaseによるシグナル伝達機構には
「Ser/Thr/Tyr」のリン酸化と「His/Asp」の
リン酸化（二成分制御系）を介する 2つの機
構がある。 
 細菌ではこれまで His Kinase による二成
分制御系のみ存在すると考えられていたが、 
1991 年に粘液細菌で真核型 Protein Ser/Thr 
Kinase (K)が発見され、また、ゲノム解析か
ら K および脱リン酸化酵素 Protein Ser/Thr 
phosphatase(P)が多くの細菌に存在し、様々
な機能を制御することが明らかになってい
る。特に分化能を有する細菌(粘液細菌、シ
アノバクテリア、放線菌)および病原細菌(結
核菌)に多数の K 遺伝子が見いだされている
が、その存在意義やシグナル伝達機構にはい
ぜんとして不明な点が多く、国内外において
活発に研究が進められている。 
 
２．研究の目的 
 
 Clostridiumを含むFirmicutesグラム陽性
菌では、PP2C Family P とレセプター型 PknB 
Family K のオペロン(PK)および、その周辺遺
伝子がよく保存されている。Bacillus、
Streptococcus において、いくつか K 基質タ
ンパク質の同定がされているが、種により異
なり、また破壊株の表現型に多面的効果がみ
られ、菌種間、遺伝子破壊法によっても相違
がみとめらていた。 
 そこで我々は、Clostridium 属の PknB に関
する報告がないこと、またガス壊疽菌
C.perfringens (13 株)には、CPE1738 の一つ
のみが Kとして認められ、複数の K遺伝子を
持つ細菌よりも解析が容易であることから、
その機能解析を行った。また、これまでガス
壊疽菌で利用できる遺伝子操作・解析ツール
が乏しいことが遺伝子機能解析の障壁とな
っていたので、多重遺伝子欠損株作製法、遺
伝子誘導発現システム、DNA 精製や菌体タン
パク質等の調整に有用なガス壊疽菌特異的
溶 菌 酵 素 等 の 開 発 を 行 い 、 国 内 外 の
Clostridium 属細菌の研究推進に貢献した。 
 
３．研究の方法 
 
１）ガス壊疽菌における Galactokinase 遺伝
子(galK)を用いた In-Frame 遺伝子欠損株作
製法の確立 

 上法では、挿入破壊株で問題となるクラス
ター/オペロン遺伝子の極性効果、薬剤耐性
遺伝子の使用制限と無関係に、多重遺伝子欠
損株を作製できる。ガス壊疽菌での同法確立
のため、まず Gal 利用能、galETKM オペロン
の検索、非代謝性 2-DeoxyGal の毒性試験を
行った。当研究室保存のガス壊疽菌 13 株は
既知のように Gal 利用能を有し、また
2-deoxyGal 培地で致死であった。またゲノム
データベースから、galTK オペロン、galM、
galE の存在を確認した。 
 親株となる galTK 欠損株を作製するため、
C. acetobutylicum の galK(galK-Ca)を、そ
のコドン使用の類似性および遺伝子相同性
の低さから、使用した。galK-Ca をガス壊疽
菌のフェレドキシン/NanI 遺伝子の融合高発
現プロモーター下にクローニングし、
In-Frame 欠損用プラスミドを構築した。これ
にガス壊疽菌 galTK の In-Frame 欠損遺伝子
（大部分の構造遺伝子を抜き取り、読み枠を
合わせ結合させた遺伝子）をクローニングし、
同法によって In-Frame 欠損株(HN13 株;Gal
利用能欠損,2-DeoxyGal 非感受性)を作製し
た。この親株を用いて、我々は、ガス壊疽菌
の主要な分泌型病原性因子遺伝子６つの多
重欠損株の作製に成功し、また P-K System
の欠損株作製を行った。 
 
２）ガス壊疽菌特異的溶菌酵素の発見と応用 
 菌種特異的に作用するバクテリオファー
ジの細胞壁分解酵素 Endolysin は、感染症治
療、食品製造において、抗菌剤、添加剤とし
てその利用価値は極めて高い。我々はウェル
シュ菌ゲノムの網羅的検索から、数種のファ
ージ由来 Endolysin 遺伝子を発掘し、その一
つであるムラミダーゼ Psmを大腸菌で大量発
現・高度精製（約 10 mg/liter）し検討した
結果、ウェルシュ菌特異的に強靭な溶菌活性
（1 μg の酵素で約 8 x 10E8 個の菌を５分で
溶菌させる）を示し、DNA やタンパク質を容
易に抽出できるなど、研究ツールとしても有
用であることが明らかにした。更に Psm を、
K-P System の発現解析に用いた。 
 
３）ガス壊疽菌における遺伝子誘導発現シス
テムの構築 
 大腸菌-ガス壊疽菌のシャトルベクターに
C. difficile 由来の Xylose Repressor 遺伝
子および Operator 領域を導入した Xylose 誘
導 発 現 ベ ク タ ー (pXCH) を 構 築 し 、
Chloramphenicol-acetyltransferase (CAT) 
reporter gene, Phospholipase C (PLC) gene 
を用いて発現解析を行った結果、pXCH は厳密
に制御が可能な ON-OFF 遺伝子発現ベクター
であることを明らかにした。これを用いて、
K-P System の発現解析を行った。 



４．研究成果 
 
１）ガス壊疽菌 K-P System 欠損株作製と K
基質タンパク質の同定 
 野生株は 3-5μm の桿菌であるが、PK オペ
ロン欠損株(ΔPK)は、生育に阻害がみられ、
形状はへび状の長鎖を呈し、P欠損株(K 発現
株、ΔP)では、コンマ状の短桿菌となった。
更に、Kを PK 欠損株においてプラスミドで誘
導発現させると、コンマ状の短桿菌に変化し、
逆に P欠損株で Pを誘導発現させると長鎖桿
菌に変化した。また、Psm 処理で得られた菌
体タンパク質のリン酸化抗体による Western 
blot 解析により、Kのリン酸化基質タンパク
質(S)と考えられる約60-kDaのThr-リン酸化
バンドを検出した。リン酸化タンパク質を
Affinity Column にて分画精製し、トリプシ
ン消化産物の LC-MS/MS 解析を行った結果、S
は CPE1057 と同定された。 
 
２）K基質タンパク質遺伝子の欠損株作製と
相補解析 
 欠損株(ΔS、ΔPKΔS、ΔPΔS)を作製し解
析した結果、すべての株で 60-kD リン酸化バ
ンドが検出されず、形状はすべてコンマ型に
なった。ΔPΔSで Sを誘導発現させると、リ
ン酸化バンドの増加が検出された。S のリン
酸化部位は、欠損変異遺伝子の発現解析によ
り、N 末端領域に存在することが明らかとな
った。また CPE1057 ホモログは、Clostridium
属のみに見いだされた。更にΔPKΔS におい
て、非リン酸化型 Sの発現量を制御（少→多）
すると、コンマ→正常→長鎖型へと変化した。
しかし、ΔPΔSにおいては、Sがリン酸化さ
れるため、その変化が大幅に軽減され、ほぼ
コンマ型であった。つまり、PSTK-PSTP によ
る CPE1057 のリン酸化調節を介して、
Clostridium 属の菌の形態が制御されるもの
と考えられる。また、菌の生育環境に応じた
形態変化を支配するメカニズムとして注目
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）K基質タンパク質の細胞内局在性 
 S の細胞内局在性の解析を目的とし、GFP
融合遺伝子を構築し、その発現解析を行った。

基質タンパク質蛍光は、多くの場合、隔壁、
両極に認められた。また、リン酸化及び非リ
ン酸化基質タンパク質の局在性は同様であ
る事が示唆された。更に長鎖桿菌での DAPI
蛍光観察の結果、明瞭な隔壁がほとんど認め
られないが、分配された Nucleoidをはさみ、
Sの GFP 蛍光が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 S のリン酸化型、非リン酸型の精製標品を
LC/MS/MS 解析にかけ、リン酸化部位の決定を
行い、リン酸化部位の候補を見いだした。現
在、変異株の作製、解析を行っている。更に、
それぞれに相互作用するタンパク質の同定、
様々な環境における、ガス壊疽菌の形態と基
質のリン酸化レベルの相関を検討している。 
 
 K-P System が普遍的に存在するのに対し
て、S が Clostridium 属のみに見いだされ、
他の Firmicutes（グラム陽性菌）での研究で、
各々異なるリン酸化基質タンパク質が同定
されていることから、適応進化に応じた K-P 
System による制御の機能的多様性が示唆さ
れた。 
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